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maladie	 qui	 empêchent	 une	prise	 en	 charge	 thérapeutique	 efficace.	 Il	 est	 extrêmement	urgent	 de	
mettre	en	évidence	des	marqueurs	diagnostics	des	formes	plus	précoces	de	ces	cancers,	et	de	définir	
des	 biomarqueurs	 capables	 de	 prédire	 ou	 de	 suivre	 la	 réponse	 au	 traitement.	 L’équipe	 de	 Pierre	
Cordelier	au	CRCT	(Centre	de	Recherche	en	Cancérologie	de	Toulouse)	a	été	parmi	 les	premières	à	
rapporter	 l’altération	 de	 l’expression	 des	 microARNS	 (miARNs)	 au	 cours	 de	 la	 carcinogenèse	
pancréatique,	et	a	récemment	démontré	qu’il	est	possible	de	quantifier	ces	acides	nucléiques	dans	les	
fluides	 biologiques	 dans	 des	 modèles	 expérimentaux	 et	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	 cancer.	 Les	



























donné	 aux	 publications	 scientifiques	 présentant	 des	 résultats	 au	 plus	 proche	 des	 problématiques	
biologiques	 et	 cliniques.	Nous	présentons,	 dans	 le	 deuxième	 chapitre,	 la	 plateforme	nanofluidique	
couplée	à	une	détection	par	microscopie	en	fluorescence.	Nous	étudions	en	quoi	 la	réduction	de	la	
hauteur	de	canal	à	des	échelles	nanométriques	 limite	 le	bruit	de	fond	 inhérent	à	cette	méthode	et	






faisons	 le	pari	dans	 le	dernier	 chapitre	de	nous	 rapprocher	au	plus	près	de	 la	détection	de	miARN	
endogènes	dans	des	échantillons	biologiques.	Dans	un	premier	temps,	la	question	de	l’extraction	des	
miARNs	dans	les	échantillons	biologiques	est	posée.	Deux	méthodes	de	détection	compatibles	avec	
une	 analyse	 en	 fluorescence	 des	 miARNs	 endogènes	 sont	 ensuite	 décrites.	 Nous	 terminons	 la	

















Ce	 chapitre	 introduit	 l’intérêt	 des	 miARNs	 (micro	 acides	 ribonucléiques)	 comme	 biomarqueurs	 du	
cancer	du	pancréas,	ainsi	que	l’importance	de	leur	détection	dans	des	biopsies	solides	et	liquides	autant	














La	description	admise	de	 l’expression	génique	a	pendant	 longtemps	été	dogmatique,	décrivant	 les	
gènes	(portés	par	l’ADN	dans	le	noyau	de	chaque	cellule	eucaryote)	comme	transcrits	en	ARNm	(ARN	
messager),	 qui	 lui-même	 est	 traduit	 en	 protéines	 (chaque	 codon	 de	 l’ARNm,	 c’est	 à	 dire	 trois	














si	 souvent	 étudiés.	 Leur	 biogenèse	 ainsi	 que	 leur	 fonction	 et	 expression	 dans	 le	 cancer,	 et	 plus	







La	 première	 molécule	 miARN,	 Lin-4,	 a	 été	 découverte	 en	 1993	 chez	 les	 vers	 ronds	 C.	 elegans	
(Caenorhabditis	elegans).2	L’équipe	de	Victor	Ambros	a	montré	dans	la	revue	Cell	qu’un	transcrit	ARN	
























clivées	par	 les	enzymes	Drosha	 (RNase	 III)	 couplées	à	 la	protéine	DGCR8	en	des	séquences	de	plus	
petites	 tailles	 en	 structure	 d’épingle	 à	 cheveux	 allant	 de	 60	 à	 110	 nucléotides	 :	 les	 pre-miARN	
(précurseur-miARN).9	 Ces	 séquences	 sont	 par	 la	 suite	 exportées	 du	 noyau	 cellulaire	 jusqu’au	
cytoplasme	via	l’Exportin-5.10	Ce	changement	de	compartiment	subcellulaire	permet	à	l’enzyme	DICER	
(RNase	 III)	 de	 cliver	 les	 pre-miARNs,	 donnant	 naissance	 à	 des	 miARNs	 double	 brins	 imparfaits	
contenant	 à	 la	 fois	 le	 miARN	 mature	 et	 sa	 séquence	 complémentaire.	 La	 TRBP	 (en	 anglais	
transactivating	response	RNA-binding	protein)	interagit	alors	avec	la	partie	double	brin	du	pre-miARN,	
ce	qui	amène	la	protéine	Ago-2	(argonaute-2)	à	se	lier	sélectivement	au	5’	du	simple	brin	qui	est	le	
moins	 stable	 thermodynamiquement	 formant	 alors	 le	 complexe	 protéique	 RISC	 (en	 anglais	 RNA-


















Une	 fois	 lié	 au	 complexe	RISC,	 la	 séquence	miARN	«	 guide	 »	 ce-dernier	 jusqu’à	 sa	 cible	ARNm,	 et	






cette	 interaction	 peut	 mener	 à	 la	 déadénylation	 de	 la	 séquence	 ARNm.	 Enfin,	 l’interaction	
miARN/ARNm	peut	également	entrainer	la	dégradation	de	ce	dernier,	en	cas	de	parfaite	homologie	de	
séquence,	on	parle	alors	de	clivage	endonucléolytique	de	 la	séquence	ARNm	en	 interaction	avec	 le	
miARN.11		
De	plus,	l’implication	des	miARNs	a	été	démontrée	à	tous	les	niveaux	des	processus	cellulaires	étudiés	
jusque-là.	 Des	 études	 récentes	 tendent	 par	 exemple	 à	 montrer	 que	 les	 miARNs	 peuvent	 activer	
l’expression	génique13,14	ou	encore	interférer	avec	des	fonctions	de	protéines	ou,	au	contraire,	être	













Il	 est	 important	 de	 noter	 que	 les	 miARNs	 sont	 souvent	 identifiés	 comme	 biomarqueurs	 (et	 nous	
reviendrons	sur	cette	notion	plus	tard	dans	ce	premier	chapitre)	de	la	présence	d’un	cancer.	En	effet,	
un	certain	nombre	d’études	montre	ainsi	que	l’évolution	des	cancers	s’accompagnent	de	changements	






















inchangés.22	 Ces	 différentes	 études	 nous	 montrent	 donc	 clairement	 l’influence	 des	 niveaux	







alors	 de	 translocations	 chromosomiques	 (échange	 réciproque	 de	 matériel	 génétique	 entre	 deux	
chromosomes	non	homologues),	d’observer	une	augmentation	de	l’expression	de	miARN	codés	par	












un	 impact	 certain	 sur	 les	 niveaux	 d’expression	 des	 miARNs,	 ce	 qui	 montre	 indirectement	 que	
déacétylation	des	histones	peut	aussi	déréguler	les	niveaux	de	miARN.25		
Certains	 ARNm	 cibles	 des	 miARNS	 ont	 pris	 certaines	 «	 contre-mesures	 »	 évolutives,	 par	 des	
modifications	de	leur	séquence	3’-UTR	afin	d’achapper	à	la	régulation	des	miARNs	;	c’est	notamment	
le	cas	de	l’oncogène	KRAS	vis-à-vis	du	miARN	Let-7.26	Au	contraire,	des	SNP	dans	la	séquence	codante	




biogenèse	 des	 miARNs,	 comme	 cela	 est	 le	 cas	 pour	 DICER	 qui,	 lorsqu’elle	 montre	 des	 niveaux	
d’expressions	 importants	 peut-être	 associée	 à	 des	 cancers	 comme	 le	 cancer	 de	 la	 bouche.28	 	 Sans	
participer	 directement	 à	 la	 formation	 de	 miARNs	 matures	 mais	 plutôt	 à	 leur	 formes	 primaires	
nucléaires,	 certaines	protéines	à	activité	de	 facteur	de	 transcription	peuvent	 se	 lier	aux	 séquences	
promotrices	 de	 ces	 derniers	 et	 intervenir	 au	 niveau	 de	 la	 transcription,	 entrainant	 alors	 une	
dérégulation	 comme	 on	 peut	 l’observer	 avec	 la	 protéine	 c-myc,	 qui	 est	 capable	 d’induire	 ou	 de	
réprimer	l’expression	des	miARNs.29	
Ainsi,	 l’expression	 des	 miARNs	 est	 regulée	 selon	 de	 multiples	 voies	 et	 processus,	 entrainant	 des	
conséquences	fonctionnelles	par	l’altération	des	ARNm	qu’ils	ciblent.	Un	miARN	sur-exprimé	qui	cible	
















fumeurs	dans	 la	population,31	mais	aussi	 	 la	consommation	d’alcool,	 l’obésité	ou	encore	 le	manque	




























du	cancer	du	pancréas,	 cependant	une	marche	 importante	 reste	à	 franchir	en	 terme	de	diagnostic	
précoce.36	 Ce	 point	 est	 très	 important	 et	 apparaît	 comme	 une	 des	motivations	 principales	 de	 ces	
travaux	de	thèse	qui	visent	à	proposer	un	test	de	détection	et	de	suivi	de	la	maladie.	Nous	allons	donc	









l’organe)	 repérables	 tels	 que	 l’apparition	 d’un	 ictère	 (ou	 jaunisse),	 des	 douleurs	 gastriques	 et	
abdominales	ou	encore	 la	perte	de	poids.	Ces	 symptômes	 sont	principalement	présents	 lorsque	 la	




l’imagerie	médicale.	 Plusieurs	 techniques	 d’imagerie	 sont	 utilisées	 lors	 du	 diagnostic	 telles	 que	 la	
tomodensitométrie	 (ou	 scanographie)	 ou	 l’échographie.	 La	 première	 permet	 la	 mesure	 du	 taux	
d’absorption	des	rayons	X	par	les	tissus.	Une	mesure	sur	plusieurs	tranches	assistée	par	un	traitement	
informatique	permet	d’obtenir	des	images	2D	ou	3D	des	structures	anatomiques.	Pour	la	seconde,	la	
mesure	 se	base	 sur	 la	 transmission	et	 la	 réflexion	d’ultrasons	et	permet	 l’observation	des	organes	
internes	à	travers	la	barrière	abdominale.	Si	aucune	de	ces	méthodes	ne	permet	de	poser	le	diagnostic	
avec	 certitude,	 il	 est	 alors	 possible	 de	 pratiquer	 une	 échographie	 endoscopique	 par	 voie	
transdudodénale	au	plus	proche	de	la	tumeur,	pratique	souvent	accompagnée	d’une	biopsie	à	l’aiguille	








mais	 plutôt	 l’arrivée	 tardive	 des	 patients	 en	 consultation.	 Les	 limitations	 sont	 donc	 d’ordres	
physiopathologiques,	 et	 sont	 essentiellement	 dues	 au	 fait	 que	 lorsque	 les	 premiers	 symptômes	
apparaissent,	la	tumeur	est	dans	la	plupart	des	cas	avancée.	Il	apparaît	donc	urgent,	dans	ce	contexte,	
de	définir	des	biomarqueurs	qui	pourraient	permettre	une	meilleure	prise	en	charge	du	cancer	du	












que	 21	 miARNs	 sont	 surexprimés	 et	 4	 sous-exprimés	 dans	 le	 cas	 d’un	 cancer	 du	 pancréas	 en	
comparaison	avec	une	pancréatite	chronique,	une	maladie	inflammatoire	qui	augmente	le	risque	de	
cancer	 comme	 indiqué	 précédemment.	 Ils	 montrent	 aussi	 que	 des	 sous-groupes	 peuvent	 être	
déterminés	 en	 fonction	 des	 risques	 de	 décès	 dans	 les	 24	 mois.	 Ces	 études	 ouvrent	 la	 voie	 à	
l’identification	de	niveaux	d’expression	de	miARN	pour	le	diagnostic	et	le	pronostic	de	la	maladie.42	


















expériences	 in	 vitro	 font	 états	 d’une	 réduction	 de	 la	 prolifération,	 de	 la	migration	 et	 de	 l’invasion	
cellulaire	 lors	d’une	 sur-expression	de	 ces	 séquences.	Des	expériences	 in	 vivo	ont,	 de	plus,	 permis	
d’observer	une	réduction	de	la	croissance	tumorale	lors	de	l’injection	intra-tumorale	de	ces	miARNs.44	





let-7a	 dans	 le	 cancer	 du	 pancréas,	 que	 cela	 soit	 dans	 les	 tumeurs	 opérées	 ou	 dans	 le	matériel	 de	















nous	 avons	 procédé	 pour	 la	 première	 fois	 à	 l’invalidation	 de	miARNs	 in	 vivo	 à	 l’aide	 de	 vecteurs	
lentiviraux	codant	pour	des	«	éponges	moléculaires	»	afin	de	titrer	miR-21	et	de	le	détourner	de	ses	
fonctions	pro-oncogéniques.51	Le	transfert	intratumoral	de	ces	vecteurs	se	traduit	par	une	diminution	
drastique	de	 la	progression	 tumorale	 et	 d’une	 chimiosensibilisation	des	 tumeurs.	 Plus	 récemment,	
nous	avons	été	les	premiers	à	démontrer	l’intérêt	diagnostique	des	miARNs	salivaires	pour	la	prise	en	
charge	du	cancer	du	pancréas,52	et	défini	une	signature	en	partie	composée	de	miARNs	permettant	de	
prédire	 l’efficacité	 d’une	 thérapie	 génique	 anticancéreuse	 innovante.53	 Depuis,	 notre	 équipe	 a	
démontré	 à	 l’aide	 de	 modèles	 transgéniques	 murins	 que	 miR-21	 accélère	 la	 cancérogenèse	
pancréatique	 (manuscrit	 en	 préparation),	 que	 DGCR8,	 qui	 est	 normalement	 impliquée	 dans	 la	
biogenèse	des	miARNs,	 est	 surexprimée	dans	 le	 cancer	 du	pancréas	 et	 favorise	 la	 progression	des	
tumeurs	expérimentales	(manuscrit	en	préparation),	et	que	les	microARNS	de	la	famille	de	miR-200	
régulent	 la	 transition	épithélio-mésenchymateuses	et	contrôlent	 la	progression	métastatiques	dans	














Dans	 un	 premier	 temps,	 il	 nous	 apparaît	 important	 de	 définir	 ici,	 et	 avec	 soin,	 la	 notion	 de	




santé	 d’un	 patient,	 habituellement	 abordé	 de	 manière	 empirique	 à	 l’aide	 d’études	 cliniques	
antérieures	 qui	 ne	 sont	 pas	 forcément	 adaptées	 aux	 nouveaux	 besoins	 en	 termes	 de	 médecine	
personnalisée.	Les	biomarqueurs	peuvent	être	utilisés	dans	l'intention	d'un	diagnostic	mais	aussi	d’un	
pronostic,	c’est-à-dire	qu’ils	peuvent	permettre	la	détection	de	la	maladie	mais	aussi	aider	à	prédire	
son	 évolution.	 On	 comprend	 donc	 que	 leur	 mesure	 peut	 également	 mener	 à	 un	 ajustement	 du	
traitement	donné	au	patient	de	par	sa	valeur	prédictive.	Leur	avantage	certain	est	qu’ils	permettent	
de	 s’enquérir	 de	 l’évolution	 de	 la	maladie	 à	 l’instant	 t	 de	 la	mesure	 (c’est-à-dire	 du	 prélèvement	
biologique)	 alors	que	 les	effets	 cliniques	mesurés	habituellement	 sont	obtenus	 sur	des	 temps	plus	














Plusieurs	 espèces	 biologiques	 peuvent	 faire	 office	 de	 biomarqueurs,	 tel	 que	 les	 acides	 nucléiques	
(ADN,	 ARN),	 les	 protéines,	 les	 peptides,	 les	 anticorps,	 les	 cellules	 tumorales	 circulantes	 (CTCs)	 ou	
encore	des	modifications	chimiques	 sur	des	molécules	 (méthylation,	déacétylation,	etc.)	 (cf.	 Figure	
1-7).	On	parle	aussi	de	biomarqueurs	si	on	étudie	un	ensemble	d’altérations	génétiques,	protéomiques	
ou	 encore	 des	 signatures	 métaboliques.	 Comme	 décrit	 par	 le	 National	 Cancer	 Institute	 on	 peut	
retrouver	ces	biomarqueurs	dans	nombre	de	fluides	corporels	(sang,	salive,	urine,	etc.)	ou	dans	des	
tissus	biologiques,61	impliquant	alors,	respectivement,	des	biopsies	liquides	ou	solides.		
Nous	 nous	 intéresserons	 par	 la	 suite	 aux	 biomarqueurs	 qu’il	 est	 possible	 de	 retrouver	 dans	 les	
biofluides.	L’avantage	certain	de	la	possibilité	d’une	biopsie	liquide	est	que	l’intervention	médicale	est	
beaucoup	moins	invasive	par	rapport	à	une	biopsie	classique.	Cette	intervention	est	de	plus	rapide	et	
répétable	dans	 le	temps	sans	engendrer	de	conséquences	 lourdes	sur	 le	patient	contrairement	à	 la	
biopsie	 classique	 qui	 peut	 mener	 à	 des	 complications	 cliniques,	 et	 qui	 entraine	 des	 coûts	





Les	 CTCs,	 par	 exemple,	 peuvent	 être	 retrouvés	 en	 périphérie	 et	 indicatrices	 d’un	 éventuel	 cancer.	
Cependant	il	a	été	montré	que	ces	cellules	étaient	limitées	en	terme	de	suivi	pronostic	d’un	éventuel	
traitement.64	Les	niveaux	de	CTCs	mesurés	sont	aussi	très	dépendants	du	cancer	étudié,	ce	qui	ne	fait	




parfait	 de	 la	 chaine	 préparatoire	 et	 analytique	 est	 requise	 pour	 son	 utilisation	 en	 tant	 que	
biomarqueur.	





















utilisés	 sont	 rarement	 circulants	et	nécessitent	donc	 la	 collecte	de	 tissus	par	biopsie.	Parmi	eux	 se	




pancréas,	 la	mise	en	place	de	 tests	en	clinique	est	compliquée,	notamment	en	raison	de	 la	grande	
hétérogénéité	 de	 présentation	 clinique	 de	 ce	 cancer,	 et	 du	 peu	 d’agents	 thérapeutiques	 efficaces	
disponibles	 à	 ce	 jour.	 Cela	 limite	 d’autant	 l’impact	 des	 biomarqueurs	 sur	 la	 prise	 en	 charge	 des	
patients.	 Les	 travaux	 de	 Bournet	 et	 al.	 dans	 notre	 équipe	 laissent	 cependant	 espérer	 l’arrivée	 de	























ce	qu’ont	montré	 Lu	et	al.	en	étudiant	 l’expression	de	près	de	217	miARNs	dans	plusieurs	 cancers	








l’ARN,	était	plus	 importante	que	 les	autres	 types	d’ARNs.88	 L’analyse	de	 la	dégradation	de	miARNs	
synthétiques	 a	 cependant	 démontré	 qu’elle	 avait	 bien	 lieu,	 comme	 le	 démontreront	 les	 résultats	
obtenus	au	cours	de	ce	travail	de	thèse.	Il	a	été	découvert	par	la	suite	que	les	miARNs	étaient,	entre	
autre,	 protégés	 par	 des	 complexes	 lipidiques	 ou	 lipoprotéiques.89	 Une	multitude	 d’études	 a	 aussi	










1.2. De	 l’échantillon	 à	 la	 détection	 des	 miARNs	 :	 standards	 actuels,	 vers	 une	application	clinique	.........................		
	
L’étude	de	 l’implication	des	miARNs	dans	de	nombreux	cancers	à	 l’aide	des	standards	de	détection	
actuels	 ont	 permis	 de	 qualifier	 ces	molécules	 de	 biomarqueurs.	Nous	 allons	 décrire	 ces	méthodes	







Les	 différentes	 variables	 pré-analytiques	 sont	 importantes	 dans	 l’extraction	 d’un	 échantillon.	 Elles	
peuvent,	en	effet,	être	la	source	de	nombreuses	erreurs	répercutées	lors	de	l’étape	de	détection.	Il	est	
donc	 indispensable	 de	 définir	 des	 standards	 dans	 le	 prélèvement	 d’échantillon	 pour	 permettre,	
ensuite,	 la	 comparaison	 et	 la	 reproductibilité	 des	 résultats	 obtenus	 d’un	 laboratoire	 à	 l’autre.	
L’absence	 de	 consensus	 complique,	 naturellement,	 aussi	 la	 qualification	 des	 miARNs	 en	 tant	 que	
biomarqueurs.	Outre	les	facteurs	liés	au	patient,	tel	que	l’âge,	le	fait	d’avoir	fait	de	l’exercice,	le	régime	
alimentaire,	la	région	de	provenance	ou	encore	la	prise	de	médicaments,	il	existe	de	multiples	étapes	
dans	 la	préparation	de	 l’échantillon	qui	peuvent	altérer	 la	quantité	de	miARN	extrait.96	Nous	allons	









citrate	 de	 sodium,	 du	 fluorure	 de	 sodium	 et	 de	 l’oxalate	 de	 potassium	 (NaF/KOx)	 ou	 encore	 sans	
23	
	
anticoagulant.	 Le	 dosage	 des	 miARNs	 (miR-16	 et	 miR-223)	 était	 ensuite	 fait	 via	 RT-qPCR	 (reverse	
transcription	quantitative	polymerase	chain	reaction),	méthode	de	détection	qui	sera	décrite	plus	loin	








revanche,	 après	 6	 ans	 de	 conservation,	 les	 échantillons	 sont	 dégradés,	 cet	 effet	 est	 encore	 plus	

























Après	 récolte	de	 l’échantillon,	 il	est	 important	d’isoler	 les	miARNs	des	autres	composants	présents	
dans	 les	 fluides	 corporels	 ou	bien	des	 débris	 cellulaires	 et	 tissulaires.	 Ces	 étapes	d’extraction	 sont	
relativement	standardisées	et	reposent	essentiellement	sur	une	extraction	par	séparation	de	phase	
et/ou	une	purification	 à	 l’aide	de	 colonnes	de	 silice	 qui	 permettent	 d’adsorber	 spécifiquement	 les	
ARNs.	 Ces	 contraintes	 de	 purification	 sont	 liées	 aux	 méthodes	 de	 détection	 standards	 (que	 nous	
décrirons	dans	la	suite	du	manuscrit)	qui	impliquent	des	réactions	enzymatiques	et	nécessitent	donc	






méthode	 d’extraction	 couple	 du	 phénol	 (C6H5O5)	 et	 du	 chloroforme	 (CHCl3)	 avec	 un	 agent	




protéines,	 de	 l’ADN	 et	 de	 l’ARN	 en	 une	 seule	 et	 même	 étape.	 En	 effet,	 alors	 que	 les	 protéines	
s’accumulent	dans	la	phase	organique,	les	molécules	d’ARN	se	retrouvent,	quant	à	elles,	dans	la	phase	






















Il	 est	 aussi	 possible	 d’utiliser	 des	 kits	 d’extraction	 dédiés	 aux	 miARNs,	 ces	 derniers	 sont	 toujours	
d’origine	 commerciale	 et	 il	 en	 existe	 une	multitude	 :	miRNeasy®	 (Qiagen),	miRCURYTM	 (Exiqon)	 ou	
encore	miRVanaTM	PARISTM	(Thermo	Fisher).	Le	principe	de	ces	kits	repose	sur	une	colonne	de	filtration	
en	 silice	 sur	 laquelle	 les	 miARNs	 s’adsorbent	 par	 interactions	 électrostatiques.	 Ces	 kits	 peuvent	
permettre	d’éviter	l’étape	de	séparation	de	phase	mais	ceci	n’est	pas	le	cas	pour	certains	d’entre	eux	
tels	 que	miRNeasy®	ou	 le	miRVanaTM	PARISTM	qui	 reposent	 sur	 elle,	 alors	que	 les	 autres	méthodes	
utilisent	des	tampons	de	lyse	classiques.	Après	filtration,	la	méthodologie	préconisée	par	les	différents	
fabricants	est	souvent	similaire	:	des	étapes	de	rinçage	sont	nécessaires	afin	de	purifier	efficacement	
l’échantillon.	 La	 concentration	 d’alcool	 des	 solutions	 de	 rinçage	 est	 ici	 très	 critique	 car	 elle	 est	
déterminante	afin	d’obtenir	un	rendement	maximal	de	récolte	de	miARNs.	Ces	protocoles	sont	de	plus	













et	 l’intégrité	 de	 l’échantillon,	 cette	 dernière	 aura	 des	 conséquences	 directes	 sur	 les	 étapes	 de	
détection.	 Cette	 caractérisation	 permet	 de	 plus	 de	 connaître	 la	 concentration	 en	 ARN	 total,	




















alors	calculer	 la	quantité	d’acide	nucléique	en	solution.	 Il	 sera	alors	difficile	de	faire	une	différence	
entre	les	ADNs	double	ou	simple	brin	et	les	ARNs.	Cependant	des	informations	sur	le	manque	de	pureté	
















nucléiques	 (ADN	 simple	 ou	 double	 brin,	 ARN,	 miARN),	 comme	 discuté	 par	 El-Khoury	 et	 al.116	 Ces	
marqueurs	 fluorescents	 sont	 en	 interaction	 électrostatique	 avec	 les	 chaînes	 d’acide	 nucléiques,	 et	







les	 longues	 séquences,	alors	 l’analyse	 sur	10	ng	d’ARN	 total	 sera	erronée	car	elle	 sera	 faite	 sur	un	
nombre	important	de	longs	ARNs	(tels	que	les	ARNs	ribosomiques	non	codants	qui	sont	très	présents	
alors	 que	 les	 ARNm	 ne	 représentent	 que	 5%	 des	 extraits)	 et	 peu	 de	 courtes	 séquences.	 Afin	 de	











caractéristique	 soit	 connue	 lors	 de	 détection	 des	 miARNs.	 Il	 a	 par	 ailleurs	 été	 démontré	 que	 la	





courtes	 séquences	 vont	 migrer	 plus	 vite.	 La	 migration	 dépend	 d’une	 forte	 tension	 qui,	 de	 par	 la	
présence	de	charges	négatives	sur	l’atome	phosphate	des	nucléotides	composant	les	séquences	ADN	
ou	 ARN,	 s’accompagne	 du	 déplacement	 des	 séquences	 vers	 le	 pôle	 positif	 imposé	 par	 le	 champ	
électrique.	Un	détecteur	en	fluorescence	ou	UV	permet	d’évaluer	le	temps	de	passage	d’une	molécule	
devant	le	détecteur,	ce	temps	étant	directement	relié	à	sa	taille.		
Ce	 type	 de	 séparation	 peut	 être	 implémenté	 sur	 capillaire	 ou	 bien	 sur	 puce	 microfluidique.	
Contrairement	 aux	 électrophorèses	 classiques,	 la	 réduction	 des	 dimensions	 avec	 ce	 type	 de	
technologies	 présente	 l’avantage	 de	 permettre	 une	 meilleure	 dissipation	 thermique,	 et	 donc	
l’application	de	champs	électriques	plus	importants,	poussant	les	limites	de	détection	à	la	dizaine	de	
ng/mL.	
Plusieurs	 technologies	 telles	 que	 le	 Fragment	 Analyzer	 (AATI)	 en	 électrophorèse	 capillaire	 ou	 le	















d’ARN,	 il	 consiste	en	un	gel	d’électrophorèse	qui	permet	dans	un	premier	 temps	 la	 séparation	des	
ARNs	en	fonction	de	leur	taille,	comme	décrit	dans	la	section	précédente,	en	condition	dénaturante.	
Le	formaldéhyde	utilisé	en	routine	peut	être	remplacé	par	de	l’urée	pour	améliorer	la	dénaturation	
des	 ARNs	 de	 courte	 taille.123	 Après	 séparation	 des	 ARNs,	 ces	 derniers	 sont	 transférés	 sur	 une	
membrane	en	nylon	par	capillarité	et	pression.	Cette	étape	de	report	est	nécessaire	afin	de	pouvoir	
effectuer	 la	 révélation	 avec	 des	 sondes	 spécifiques	 aux	 séquences	 ARNs	 à	 détecter.	 L’étape	 de	
détection	 est	 réalisée	 à	 l’aide	 d’une	 sonde	 complémentaire	 ADN,	 ARN	 ou	 encore	 incorporant	 des	
nucléotides	de	type	LNA	(Locked	Nucleic	Acid)	marquée	de	façon	radioactive,	ou	plus	récemment,	avec	
un	fluorophore.124,125	Malgré	sa	bonne	sélectivité,	cette	méthode	contient	beaucoup	de	limites	telles	
que	 l’utilisation	 de	 produits	 dangereux	 (formaldéhyde),	 la	 faible	 sensibilité	 ainsi	 que	 le	 nombre	
important	d’étapes	pour	arriver	aux	résultats	menant	à	un	temps	de	détection	très	long	(~	4	jours).126	
Elle	 est,	 par	 conséquent,	 de	 moins	 en	 moins	 utilisée	 de	 nos	 jours	 car	 très	 contraignante	 malgré	





par	Mullis,127	 qui	 recevra	 le	 prix	 Nobel	 de	 chimie	 huit	 ans	 plus	 tard	 pour	 cette	 découverte.	 Cette	
méthode	de	détection	se	base	sur	 l’amplification	de	séquences	d’oligonucléotides	via	des	réactions	
enzymatiques.	Une	solution	de	PCR	est	généralement	composée	des	séquences	à	amplifier,	d’amorces	





à	une	 température	de	95°C	est	 tout	d’abord	effectuée	afin	de	 casser	 les	 structures	 secondaires	et	




















permet	de	 réduire	 le	bruit	de	 fond,	alors	que	 la	 seconde,	plus	universelle,	 laisse	plus	de	place	à	 la	
détection	de	plusieurs	cibles	en	même	temps.	On	peut	noter	cependant	qu’Ozsolak	et	al.	ont	montré	
en	2009	la	possibilité	d’une	PCR	adaptée	à	la	détection	directe	d’ARN.129	






automatiquement	 après	 chaque	 cycle	 d’amplification,	 on	 parle	 donc	 de	 PCR	 en	 temps	 réel.	



















Comme	 le	 montre	 la	 littérature,	 la	 détection	 par	 RT-qPCR	 est	 clairement	 identifiable	 comme	 le	
standard	en	terme	de	sensibilité	et	de	sélectivité	dans	la	détection	de	séquences	miARNs	connues.	Elle	














quantification	 des	 miARNs131–133	 même	 si	 des	 étapes	 de	 validation	 par	 RT-qPCR	 sont	 souvent	
nécessaires.82,134	 Le	design	des	 sondes	 est	 une	étape	 cruciale	 :	 en	effet,	 les	 affinités	des	différents	



























d’une	troisième	séquence	qui	 fait	office	de	«	pont	»	entre	 le	code	barre	et	 la	séquence	miARN	(cf.	
Figure	 1-13).	 La	 première	 étape	 consiste	 donc	 à	 effectuer	 cette	 hybridation,	 précédée	 d’une	





















but	 ultime	était	 de	parvenir	 à	 séquencer	 le	 génome	humain.	 Ce	 fut	 chose	 faite,	 après	de	multiple	






décrites	 dans	 la	 littérature.146	 De	manière	 succincte,	 les	 molécules	 d’ARN	 ou	 d’ADN	 sont	 d’abord	
fragmentées	en	des	séquences	plus	courtes	allant	de	50	à	500	nucléotides	puis	liguées	à	un	adaptateur,	



















NGS	 a	 permis	 la	 validation	 d’un	 nombre	 important	 de	 miARNs	 dont	 les	 séquences	 n’étaient	 pas	
connues	et	dont	l’expression	était	retrouvée	altérée	dans	les	tumeurs.149	De	nos	jours,	nous	assistons	

































détection	 des	miARNs.	 Après	 un	 bref	 historique	 et	 la	mise	 en	 place	 de	 considérations	 sur	 le	 réel	




La	 micro-électronique	 se	 base	 sur	 l’industrie	 des	 semi-conducteurs	 apparue	 à	 la	 fin	 des	 années	
cinquante.	Les	matériaux	semi-conducteurs,	de	par	leurs	propriétés	uniques	de	conduction	du	courant,	
sont	à	la	base	des	circuits	électriques	intégrés.	En	effet,	il	est	possible	de	contrôler	localement	leurs	
propriétés	 électriques	 en	 intégrant	 des	 défauts	 (typiquement	 l’insertion	 d’atomes	 accepteurs	 ou	
donneurs	 d’électrons,	 e.g.	 de	 bore	 ou	 phosphore)	 dans	 leurs	 structures	 :	 on	 parle	 de	 dopage	 du	




















des	 dispositifs	 électroniques.	 Les	 conséquences	 directes	 se	 sont	 produites	 dans	 le	 domaine	 de	
l’informatique,	mais	 l’intégration	de	plus	en	plus	poussée	de	 la	microélectronique	a	aussi	permis	 la	
mise	en	place	de	nouvelles	générations	de	capteurs.	Le	premier	pas	fait	vers	la	biologie	de	la	part	des	





enzymes	 permettant	 la	 mesure	 de	 la	 concentration	 d’oxygène.	 Les	 mesures	 étaient	 alors	
essentiellement	effectuées	via	des	capteurs	électrochimiques.	Les	couches	sensibles	ont	ensuite	pu	
être	couplées	à	des	capteurs	optiques,	mécaniques,	etc.	De	plus,	alors	que	les	enzymes	ont	un	effet	
catalytique	sur	 les	réactions	mises	en	 jeu,	 il	a	été	par	 la	suite	mis	en	place	des	couches	d’éléments	




















alors	 une	 approche	 «	 sample-in,	 answer-out	 ».161	 Il	 est	 difficile	 ici	 de	 ne	 pas	 faire	 l’analogie	 avec	
l’informatique	 :	 en	 effet,	 le	 premier	 ordinateur	 nécessitait	 un	 nombre	 important	 d’opérateurs	 et	
occupait	un	espace	comparable	à	un	laboratoire	d’analyse	médicale	aujourd’hui	(en	1946,	le	premier	
ordinateur	 occupait	 une	 surface	 de	 137	 m2)	 pour	 des	 performances	 incomparables	 avec	 les	
technologies	 informatiques	 actuelles.	 Cependant,	 un	 tel	 développement	 dans	 les	 technologies	








technologies	 de	micro	 et	 nano	 fabrication.	Nous	 souhaitons	 ici	 démontrer	 les	 possibilités	 de	 telles	








notamment	 dans	 des	 applications	 en	 lien	 avec	 l’oncologie,	 l’infectiologie	 et	 la	 virologie.	 Dans	 ce	






Ces	approches	permettraient,	 en	effet,	d’appréhender	plus	efficacement	 l’hétérogénéité	 tumorale,	
pour	pouvoir	mettre	en	place	un	diagnostic	personnalisé	au	chevet	du	patient	prenant	ainsi	la	suite	de	
la	 médecine	 de	 masse	 qui	 a	 montré	 certaines	 limitations,	 notamment	 dans	 la	 prise	 en	 charge	
oncologique.163	 D’autres	 indicateurs	 sont	 très	 positifs	 :	 on	 peut	 noter	 dans	 une	 étude	 de	 2013	 de	
Etheridge	 et	 al.164	 l’arrivée	 des	 nouvelles	 technologies	 en	 clinique.	 En	 effet,	 247	 études	 cliniques	















dans	 le	 domaine	 du	 cancer.166	 Selon	 les	 auteurs,	 les	 nouvelles	 technologies	 devront	 répondre	 à	
plusieurs	questions	dont	celle	(encore	une	fois)	de	la	meilleure	compréhension	de	l’hétérogénéité	des	
cancers	et	des	facteurs	biologiques	qui	les	influent.	On	note	ici	que	des	tests	à	valeur	de	diagnostic	et	

































pas	 de	 groupement	 phosphate.	 Chaque	 sonde	 est	 de	 plus	 conjuguée	 à	 un	 peptide	 polycationique	
(c’est-à-dire,	 un	 peptide	 chargé	 positivement).	 Après	 hybridation	 avec	 le	 miARN	 (qui	 est	 chargé	


































l’aide	d’une	nanomembrane,	qui	 se	charge	négativement	 lors	de	 l’interaction	avec	des	miARNs.	 La	
mesure	de	courant	en	balayant	 la	 tension	appliquée	 (on	parle	de	caractéristique	 I(V)	au	niveau	de	
réservoirs	séparés	par	cette	membrane,	est	directement	corrélée	au	taux	d’hybridation.	Les	auteurs	
de	ces	travaux	montrent	 la	possibilité	de	pouvoir	détecter	 les	molécules	cibles	dans	des	extraits	de	












nanoparticules	dendritiques	d’or	 fonctionnalisées	avec	des	 sondes	 complémentaires	de	 type	balise	









contiennent	 aussi	 des	 brins	 d’ADN	 biotinylés	 :	 cela	 permet	 de	 venir	 y	 fixer	 des	 molécules	 de	
streptadivine	 couplées	 à	 des	 peroxydases	 de	 raifort,	 qui	 permettront	 de	 catalyser	 la	 réaction	
électrochimique	par	la	suite	(et	donc	d’amplifier	le	signal	électrique).	Chacune	de	ces	trois	étapes	est,	
bien	 entendu,	 séparée	par	 des	 lavages	 afin	 de	 limiter	 toute	détection	non	 spécifique.	 L’ajout	 d’un	
mélange	composé	d’hydroquinone	et	d’eau	oxygénée	entraine	la	mise	en	place	d’un	courant,	catalysé	





































dernier	 est	 directement	 relié	 aux	 propriétés	 viscoélastiques	 de	 la	 couche	 déposée	 et	 donne,	 par	
conséquent,	 des	 informations	 quant	 à	 la	 nature	 des	 interactions	 de	 la	 couche	 déposée	 et	 son	



























avec	 des	 propriétés	 lumineuses	 et	mécaniques	 qu’il	 est	 possible	 de	 faire	 entrer	 en	 résonance)	 de	












anticorps	 monoclonal	 est	 ajouté.	 Cet	 anticorps	 a	 pour	 propriété	 de	 reconnaître	 spécifiquement	
l’hybridation	ADN/miARN	(cf.	Figure	1-25),	il	permet	notamment	d’amplifier	le	changement	en	indice	
de	 réfraction	 et	 facilite	 donc	 la	 détection.	 Les	 concentrations	 détectables	 sont	 de	 l’ordre	 du	
picomolaire	 après	 30	 minutes	 d’interaction	 en	 temps	 réel.	 Une	 méthode	 proche	 de	 celle	 décrite	









temps	 fixées	 sur	 la	 surface,	 puis,	 après	 hybridation	 du	 miARN	 avec	 la	 sonde,	 une	 réaction	 de	
polymérase	est	effectuée	permettant	alors	l’ajout	d’une	séquence	poly(A)	à	la	suite	du	miARN	cible.	
Des	nanoparticules	d’or	contenant	un	brin	de	poly(T)	permettent	alors	l’hybridation	avec	les	poly(A).	

































approches	 utilisent	 des	 molécules	 révélatrices	 pour	 amplifier	 le	 signal.	 On	 relève	 la	 possibilité	
d’effectuer	une	détection	en	temps	réel,	certes	au	détriment	de	la	sensibilité,	et	ce	dans	des	fluides	
complexes.	 Cependant,	 la	 détection	par	 SPR	demande	une	mise	 en	place	 expérimentale	 complexe	
faisant	 intervenir	des	 lasers	puissants	et	consommateurs	d’énergie.	Les	possibilités	d’intégration	et	








fonctionnalisées	via	une	étape	d’incubation	avec	des	 sondes	 thiolées	 spécifiques	aux	miARNs,	puis	
passivées	 avec	 du	 PEG	 (Polyéthylène	 Glycol)	 afin	 d’éviter	 toute	 interaction	 non	 spécifique	 sur	 la	


























Une	autre	alternative	est	 l’utilisation	de	 structures	2D	de	graphène	 sur	 lesquelles	 s’adsorbent	plus	
facilement	les	séquences	simple	brin	que	les	duplex	double	brin.	Il	est	ainsi	possible	d’immobiliser	des	
sondes	 complémentaires	 marquées	 en	 fluorescence	 sur	 le	 graphène.	 De	 par	 les	 propriétés	 de	 ce	
matériau,	l’émission	en	fluorescence	est	absorbée	par	le	graphène.	Cependant,	lorsque	la	cible	miARN	























ciblée	 sur	 la	 détection	 des	 miARNs.	 La	 ddPCR	 se	 base	 sur	 l’amplification	 d’une	 séquence	 unique	







des	 sensibilités	 seulement	 limitées	 par	 une	 éventuelle	 amplification	 non	 spécifique	 (engendrant	 la	
détection	de	faux	positifs)	ainsi	que	par	le	nombre	de	gouttes	que	le	système	est	capable	de	générer.	









Enfin,	 des	 approches	 récentes	 utilisent	 le	 recyclage	 des	 cibles	 afin	 de	 permettre	 l’amplification	 du	
signal.	Nous	ne	 sommes	pas	 ici	en	présence	de	cycles	de	PCR	à	proprement	parler,	mais	de	cycles	
d’hybridation	 successifs	 de	 cibles	 sur	 plusieurs	 sondes	 de	 type	 balise	 moléculaire.	 Les	 cibles	 sont	
ensuite	 remplacées	 par	 une	 deuxième	 séquence	 de	 type	 balise	 moléculaire,	 cette	 dernière	 ne	
devenant	 fluorescente	qu’après	ouverture	 (cf.	 Figure	1-29).188	Cette	propriété	permet,	par	ailleurs,	
l’utilisation	 de	 désactiveurs	 qui	 	 absorbent	 l’émission	 du	 fluorophore	 lorsque	 la	 séquence	 est	 en	
position	fermée,	ce	qui	n’est	plus	le	cas	si	les	sondes	sont	ouvertes.	Ce	type	d’approche	par	recyclage	
des	cibles	a	aussi	été	utilisé	par	Zhou	et	al.	Dans	leurs	travaux,	l’ouverture	d’un	G-quadruplex	permet	
la	détection	d’un	signal	 fluorescent,	 ce	dernier	alors	ouvert	peut	être	digéré	par	 l’enzyme	DSN	qui	
entraine	la	libération	de	cibles	miARNs	capables	alors	d’interagir	avec	un	quadruplex	secondaire.189	On	
peut	 noter	 que,	 dans	 ces	 travaux	 récents,	 aucun	 avantage	 des	 nano	 ou	 microtechnologies	 n’est	
55	
	
exploité.	 En	effet,	 la	détection	 repose	entièrement	 sur	une	optimisation	biologique	des	 séquences	
sondes	utilisées.	
On	 peut	 remarquer	 que	 les	méthodes	 de	 détection	 par	 fluorescence	 sont	 variées.	 L’utilisation	 de	


















permettre	 l’analyse	 dans	 des	 fluides	 complexes,	 limitant	 ainsi	 les	 biais	 liés	 à	 la	 préparation	 de	
l’échantillon	avant	sa	détection.	Cependant,	et	bien	que	 la	 littérature	soit	 très	 riche	sur	 le	sujet,	 le	
transfert	de	telles	approches	reste	très	limité	pour	une	application	clinique.	Ceci	est	souvent	dû	à	la	
complexité	des	systèmes	et	leur	robustesse	intrinsèque	qui	ne	permettent	pas	un	transfert	industriel	
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2.1. Description	de	la	plateforme	nanofluidique	sélectionnée	pour	ces	études		 2.1.1. Considérations	générales	sur	la	micro	et	nanofluidique	
	




















contrôler	 les	 dimensions	des	 systèmes	 ainsi	 fabriqués.2,3	 Cela	 a,	 par	 conséquent,	 rendu	possible	 la	
compréhension	et	la	prédiction	des	effets	liés	à	une	réduction	des	échelles.4	
Les	 implications	 de	 la	 nanofluidique	 ont	 alors	 pu	 être	 étudiées	 autant	 dans	 le	 cas	 de	 recherches	
théoriques	mettant	en	avant	des	propriétés	originales	(liées	à	un	rapport	surface	sur	volume	important	
inhérent	 à	 l’échelle	 nanométrique),5	 que	 pour	 des	 applications	 en	 biologie	 et	 chimie	 telles	 que	 la	
séparation	de	molécules	avec	des	nanofiltres,6,7	leur	pré-concentration8	ou	encore	le	confinement	de	
biomolécules	dans	des	nanocanaux.9	Enfin,	 la	nanofluidique	a	des	conséquences	 importantes	sur	 la	
biodétection,	 avec	 notamment	 des	 effets	 sur	 les	 réactions	 mises	 en	 jeu.10	 Cependant,	 ces	 effets	








Prenons	 le	 cas	 d’un	 capteur	 spécifique	 à	 une	 cible	 biologique	 d’intérêt	 en	 solution	 couplé	 à	 un	
microcanal	 ou	 un	 nanocanal	 (cf.	 Figure	 2-1).	 Les	 effets	 du	 confinement	 entrainent	 une	 réduction	





















sera	 typiquement	 supérieure	 à	 1,	 ce	 qui	 signifie	 que	 l’interaction	 est	 limitée	 par	 la	 diffusion	 des	
molécules	jusqu’au	capteur.	De	la	même	manière,	dans	le	cas	d’un	nanocanal,	nous	obtenons	PeH	<	1.	
Il	est	alors	possible	de	conclure	que	 l’accroche	des	cibles	sera,	cette	fois,	 limitée	par	 la	convection,	
c’est-à-dire	la	vitesse	de	la	solution	au-dessus	du	capteur.		
Pour	 comprendre	 comment	 le	 capteur	 interagit	 avec	 les	 cibles	 en	 solution,	 il	 est	 intéressant	 de	



























Ces	 considérations	 sont	 importantes	 afin	 de	 comprendre	 comment	 l’accumulation	 des	 cibles	 se	














solution	 sans	 cible	 afin	 de	 pouvoir	 permettre	 la	 détection.	 Dans	 le	 cas	 de	 notre	 plateforme	
nanofluidique,	nous	observons,	en	revanche,	que	le	nombre	de	cibles	en	solution	au-dessus	du	capteur	
est	 considérablement	 réduit	 (du	 fait	de	 la	 réduction	de	 la	hauteur	de	canal),	permettant	alors	une	
mesure	de	l’accroche	des	molécules	en	fluorescence	en	temps	réel,	sans	étape	de	lavage.	Par	souci	de	
clarté,	nous	soulignons	ce	point	qui	sera	d’un	 intérêt	capital	dans	 le	chapitre	3	car	 la	détection	par	
fluorescence	est	le	mode	de	transduction	(c’est-à-dire	la	méthode	de	détection	qui	permet	de	traduire	
















































successive	 les	micro	puis	 les	nanocanaux	dans	 la	plaquette	de	silicium	(cf.	Figure	2-2).	Ensuite,	une	

















deux	 dépôts	 successifs,	 le	 premier	 de	 chrome	 puis	 le	 second	 d’or,	 sont	 effectués	 par	 évaporation	
thermique.	La	couche	d’accroche	en	chrome	est	nécessaire	pour	garantir	la	bonne	adhésion	du	dépôt	
d’or	 qui	 permet	 le	 greffage	 des	molécules	 sondes	 par	 la	 suite.	 La	 hauteur	 cumulée	 de	métal	 ainsi	




















de	 la	 puce	 fluidique	 (c’est-à-dire	 avant	 le	 capotage	 des	 canaux).	 Suite	 au	 greffage	 des	 molécules	
sondes,	 la	 surface	est	passivée	avec	du	MCE	 (mercaptoéthanol)	 afin	d’éviter	 toute	 interaction	non	
spécifique	avec	la	surface	en	or	par	la	suite.	Ces	deux	étapes	nécessitent	un	temps	d’incubation	d’une	
















d’avoir	un	module	d’Young	de	 l’ordre	de	10	MPa,	soit	une	rigidité	trois	 fois	plus	 importante	que	 le	
PDMS	 habituel.	 Cela	 permet	 l’encapsulation	 des	 nanocanaux	 tout	 en	 évitant	 un	 contact	 entre	 le	












à	 un	 ordinateur	 permettant	 l’acquisition	 des	 données	 via	 une	 caméra,	 est	 un	matériel	
courant	et	commun	aux	laboratoires	de	biologie.		





d’intérêt.	 Ces	 réservoirs	 sont	 connectés	 à	 un	 régulateur	 en	 pression	 qui	 contrôle	 les	 vitesses	 de	


























kon	 est	 proche	 de	 5x104	 M-1.s-1	 et	 celle	 de	 koff	 est	 de	 l’ordre	 de	 10-4	 s-1	 comme	 décrit	 dans	 la	
littérature,23,24	ce	qui	correspond	donc	à	une	constante	d’affinité	de	2	nM.	Ce	nombre	correspond	à	la	
concentration	 en	 cibles	 pour	 laquelle	 50%	 des	 sondes	 sont	 hybridées	 à	 l’équilibre.	 Ainsi,	 plus	 la	








la	 solution,	 afin	 de	 favoriser	 ou	 non	 l’association	 et	 la	 dissociation	 des	 cibles	 avec	 leur	 sonde	
complémentaire.	L’influence	de	ces	paramètres	est	directement	mesurée	via	la	détermination	de	la	
constante	d’affinité	KD,	qui	permet	de	calculer	l’énergie	libre	nécessaire	à	la	formation	du	duplex,	à	
l’aide	 de	 la	 constante	 universelle	 R	 des	 gaz	 parfaits	 et	 de	 la	 température	 T	 à	 laquelle	 s’effectue	
l’interaction	:	
	



















4(H + IH) = 	75>0145 1 − 4 H45 IH − 	>0224(H)IH	 (3)	
	
Ce	modèle	permet	de	prédire	le	nombre	de	sondes	hybridées	pendant	un	intervalle	de	temps	dt	par	la	
solution	 cible	 à	 une	 concentration	 C0.	 Pour	 ce	 faire,	 il	 est	 nécessaire	 de	 définir	 deux	 variables	
caractéristiques,	 et	déjà	décrites,	 qui	 sont	 (i)	 la	 constante	d’association	 (kon)	 et	 (ii)	 la	 constante	de	
dissociation	(koff)	(qui	correspond	à	l’inverse	du	temps	de	résidence	d’une	molécule	en	interaction).	La	
première	 est	 exprimée	 en	 1/(M.s),	 et	 donc	 définie	 pour	 une	 concentration	 en	 cibles	 donnée,	
contrairement	 à	 la	 constante	 de	 dissociation	 qui	 est	 exprimée	 en	 1/s	 qui	 est,	 quant	 à	 elle,	
indépendante	du	nombre	de	miARNs	en	solution.		
Le	 nombre	 de	 sondes	 hybridées	 en	 fonction	 du	 temps,	 dans	 le	 cas	 d’une	 concentration	 en	 cibles	
constante,	est	bien	connu	et	peut	être	déduit	directement	de	l’équation	différentielle	(3)	:26,27	
	
4 H = 	 >017545>0175 + >022 1 − LM N9;OPQN9:: * 	 (4)	
	
Avec	ρ(t)	 la	densité	de	 sondes	hybridées	au	 temps	 t,	C0	 la	 concentration	en	miARNs	cibles	et	ρ0	 la	
densité	de	sonde	sur	la	surface.	De	l’équation	(4)	il	est	possible	de	déterminer	le	taux	d’hybridation	à	
l’équilibre,	c’est-à-dire	lorsque	t	tend	vers	l’infini.	On	obtient	alors	:	










impossible	 de	 définir	 le	 taux	 de	 dissociation	 en	 chaque	 instant,	 en	 raison	 de	 notre	 incapacité	 à	
déterminer	 le	 nombre	 de	 sondes	 hybridées.	 Le	 modèle	 de	 Langmuir,	 habituellement	 utilisé	 pour	







4(H + IH, U) = 	7(H, U)>0145 1 − 4 H, U45 IH − 	>0224(H, U)IH	 (6)	
	















densité	 de	 sondes	 est	ρ0.	 Le	 duplex	 cible/sonde	 présente	 une	 probabilité	 d’association	 Pon	 et	 une	
probabilité	de	dissociation	Poff	(cf.	Figure	2-6)	qui	sera	définit	plus	en	détail	dans	la	suite	du	rapport	de	
thèse.	 Le	 point	 central,	 ici,	 est	 que	 la	 probabilité	 d’association	 est	 donnée	 pour	 une	molécule	 et	
appliquée	à	l’ensemble	du	système.	Ceci,	et	contrairement	au	modèle	présenté	plus-haut,	pour	lequel	










vitesse	 dans	 la	 hauteur	 du	 canal	 et	 en	 définissant	 une	 vitesse	 moyenne,	 vm,	 sans	 prendre	 en	
considération	la	hauteur	de	la	molécule	dans	le	canal	:	
	







\ = 2,414×10M`×10 Yab,cdMea5	 (8)	
	
De	 plus,	 le	 bruit	 thermique,	 c’est-à-dire	 la	 diffusion	 des	molécules	 dans	 la	 direction	 du	 flux,	 n’est	
également	 pas	 considéré	 dans	 le	 cas	 présent.	 Dans	 ce	 système,	 deux	 phénomènes	 physiques	





Symbole	 Valeur	 Unité	 Définition	
h	 450.10-9	 m	 Hauteur	du	canal	
w	 50.10-6	 m	 Largeur	du	canal	
L	 500.10-6	 m	 Longueur	du	canal	
l	 50.10-6	 m	 Longueur	du	capteur	
ρ0	 1,7.10-7	 mol/m2	 Densité	de	molécules	sondes	
kon	 50	 m3/(mol.s)	 Constante	d’association	
koff	 10-4	 1/s	 Constante	de	dissociation	
C0	 10-4	 mol/m3	 Concentration	en	molécules	cibles	
T	 293,15	–	323,15	 K	 Température	
ΔP	 103	–	105	 Pa	 Différence	de	pression	
Tableau	2-1	:	variables	liées	à	la	géométrie	de	la	puce,	au	modèle	biologique	et	aux	paramètres	choisis	pour	la	simulation.	
	
La	 définition	 des	 probabilités	 d’association	 et	 de	 dissociation	 pendant	 le	 pas	 de	 temps	 dt	 de	 la	
simulation	est	essentielle	au	calcul	numérique.	La	probabilité	de	dissociation	Poff	pendant	un	temps	dt	
pour	 chaque	molécule	 en	 interaction	 donnée	 par	 le	 modèle	 de	 Langmuir	 est	 indépendante	 de	 la	
concentration	en	cibles	en	solution	:	








En	début	de	 capteur,	 la	 concentration	C0	homogène	pendant	un	 temps	dt	permet	de	quantifier	 le	
nombre	de	molécules	qui	vont	hybrider	la	surface	(Ninteraction)	selon	l’équation	suivante	:	
	

































ℎY∆Z12\]	 m/s	 10-5-10-3	 Vitesse	moyenne	
μ	 2.414×10M`×10 Yab.cdMea5	 Pa.s	 10-3	 Viscosité	de	la	solution29	
Pon	
>0145ℎ 1 − 4	45 IH	 1	 [0,	10-3]	 Probabilité	d’association	









Dans	 un	 premier	 temps,	 il	 est	 important	 de	 considérer	 que	 le	 nombre	 réel	 de	molécules	 qui	 peut	
interagir	avec	le	capteur	est	très	important.	Dans	le	cas	d’une	pression	de	500	mbar	appliquée	à	une	
concentration	en	cibles	de	100	nM	pendant	10	min,	le	nombre	de	molécules	à	simuler	est	de	l’ordre	






















Nous	 avons	 donc	 défini	 ici	 de	 nouvelles	 variables	 nécessaires	 à	 la	 simulation,	 qui	 sont	 fixées	 par	
l’utilisateur	(cf.	Tableau	2-3).	
	
Symbole	 Valeur	 Unité	 Définition	
tf	 600	 s	 Temps	total	de	la	mesure	
Nmolécules	 75f'ℎgVWH2	~	108	 1	 Nombre	total	de	molécules	
Nmolécules	réduit	 104	 1	 Nombre	de	molécules	réduit		
α	
kl9ménompq	résotukl9ménompq 	~	10-4	 1	 Facteur	de	réduction	
ρ0	réduit	 j×45	 1/m2	 Nombre	de	sondes	réduit	


















l’accroche	 des	molécules	 sur	 plusieurs	micromètres.	 Pour	 ce	 faire,	 il	 est	 essentiel	 de	 connaître	 la	
distance	sur	laquelle	l’hybridation	se	fera	de	manière	homogène	(c’est-à-dire	à	C0	constant)	après	un	
temps	 caractéristique	 ti,	 qui	 correspond	 à	 l’intervalle	 de	 temps	 durant	 lequel	 nous	 souhaitons	
connaître	la	cinétique	de	la	capture	des	molécules.	
La	 vitesse	 vi	 d’interaction,	 c’est-à-dire	 la	 vitesse	 à	 laquelle	 le	 front	 d’hybridation	 à	 C0	 constant	
progresse,	est	connue	et	définie	dans	la	littérature	par	l’équation	suivante	:15		
	










Des	cas	 limites	peuvent	alors	 intervenir	selon	 la	 longueur	du	capteur	 l.	Une	variable	 intéressante	à	
étudier,	 appelée	 deuxième	 nombre	 de	 Damkhöler	 (Das),	 correspond	 au	 ratio	 entre	 la	 vitesse	 de	
réaction	et	la	vitesse	de	convection	:	
	




capteur	 sera	 privilégiée.	 Le	 pas	 en	 x	 correspondant	 à	 la	 distance	 effectuée	 par	 ce	 front	 pendant	
l’intervalle	 de	 temps	d’intérêt	 ti,	 c’est-à-dire	 la	 résolution	 temporelle	 de	 la	 cinétique	d’hybridation	
(expérimentalement,	 ce	 temps	 est	 de	 l’ordre	 de	 10-102	 secondes),	 peut	 être	 défini	 de	 la	 façon				
suivante	:		






de	 solution	 très	 rapides,	 l’hybridation	 du	 canal	 peut	 devenir	 très	 uniforme,	 rendant	 ainsi	 possible	
l’utilisation	d’un	pas	spatial	de	simulation	plus	important.		
Nous	définissons	alors	un	pas	temporel,	dépendant	de	notre	résolution	spatiale	ainsi	que	de	la	vitesse	
de	 la	 solution.	 Nous	 souhaitons	 que	 la	 distance	 parcourue	 pendant	 l’intervalle	 de	 temps	 dt	 soit	
négligeable	par	rapport	au	pas	spatial,	ce	qui	se	traduit	par	:	
	







Symbole	 Valeur	 Unité	 Définition	
ti	 100	 s	 Intervalle	entre	chaque	mesure	
	
vi	
1 + 175ℎ45 1 + >022>0175
Me VW	 m/s	 Vitesse	du	front	de	concentration	en	cibles	dans	le	canal	
dt	 IH	 ≪ -z(t 	~	10-4	 s	 Pas	de	temps	














































réaction	 directement	 dérivé	 de	 l’adsorption	 en	 fonction	 de	 la	 concentration	 et	 la	 dissociation	 des	









Afin	de	 comparer	 les	deux	approches,	 nous	 avons	évalué	 le	 coefficient	de	détermination	entre	 les	
prédictions	des	deux	modèles.	 Pour	 ce	 faire,	 les	 cinétiques	du	 taux	d’hybridation	des	 sondes	pour	
différentes	longueurs	de	capteur	analysées	(1	µm,	5	µm,	10	µm,	25	µm	et	50	µm)	ont	été	simulées	
dans	les	cas	des	neuf	conditions	décrites	ci-dessus.	Les	cinétiques	prédites	par	les	deux	modèles	pour	














dû	 au	 fait	 que	 lorsque	 la	 longueur	 de	 capteur	 analysée	 est	 plus	 faible,	 alors	 le	 nombre	de	 sondes	
analysées	 l’est	également.	Un	bruit	 important	 sur	 la	 vitesse	d’hybridation	est	donc	présent,	 ce	qui	
provoque	une	erreur	plus	importante.	C’est	le	cas	par	exemple	lorsque	la	concentration	en	cible	est	
de	1	nM	et	la	pression	appliquée	de	5mbar.	Si	la	valeur	de	R2	est	meilleure	pour	une	pression	de	50	





























Nous	 allons,	 dans	 un	 premier	 temps,	 nous	 intéresser	 au	 niveau	 d’hybridation	 en	 fonction	 de	 la	
différence	de	pression	appliquée,	c’est-à-dire	du	débit	de	solution	dans	le	nanocanal.	Pour	ce	faire,	la	








Les	 résultats	des	 simulations	obtenus	démontrent	une	détection	beaucoup	plus	 rapide	dans	 le	 cas	






interaction	dans	 le	cas	d’une	différence	de	pression	appliquée	 importante.	Afin	de	quantifier	 cette	
perte	de	cibles,	nous	avons	calculé	le	taux	de	capture,	c’est-à-dire	le	rapport	entre	le	nombre	de	cibles	













noter,	 par	 exemple,	 qu’une	 interaction	de	 trente	minutes	 à	 une	pression	de	500	mbar	 consomme	
environ	 1	 µL	 de	 solution	 dans	 notre	 cas.	 Ce	 chiffre	 est	 très	 grand	 en	 comparaison	 aux	 volumes	
habituellement	manipulés	en	nanofluidique	et	il	sera,	de	plus,	compliqué	d’augmenter	davantage	le	


















un	 niveau	 d’hybridation	 détectable	 sera	 long.	 Il	 est,	 par	 conséquent,	 indispensable	 de	 définir	 une	
pression	en	fonction	du	temps	d’expérience	souhaité.	
Dans	le	cas	où	la	quantité	de	matériel	n’est	pas	un	facteur	limitant,	il	sera	alors	possible	de	définir	une	



























Ces	 résultats	 démontrent	 que	 la	 longueur	 analysée	 présente	 une	 influence	 très	 importante	 sur	 le	
niveau	de	détection	et	ce	notamment	pour	les	faibles	pressions	(cf.	Figure	2-14).	Ceci	est	dû	au	fait	
que	 plus	 la	 vitesse	 de	 solution	 est	 importante	 (i.e.	 la	 pression	 appliquée),	 plus	 le	 gradient	 de	
concentration	au-dessus	du	capteur	est	faible.	Dans	le	cas	d’une	pression	appliquée	de	500	mbar,	la	
longueur	 de	 capteur	 présente	 peu	 d’influence	 sur	 le	 signal	 mesuré.	 Ceci	 est	 lié	 au	 fait	 que	 la	











lieu.	 Ainsi,	 en	 réalisant	 la	 mesure	 sur	 une	 longueur	 de	 1	 µm,	 il	 est	 possible	 d’atteindre	 les	 taux	
d’hybridation	par	unité	de	surface	proches	des	taux	mesurés	sur	l’ensemble	du	capteur	à	des	vitesses	
de	solutions	plus	élevées.		
Il	 est	 important	 de	 souligner	 ici	 que	 l’analyse	 d’une	 longueur	 de	 capteur	 plus	 courte	 entraine	
généralement	une	erreur	type	de	mesure	plus	importante	car	le	nombre	total	de	sondes	hybridées	est	



















moins	 la	 longueur	 de	 capteur	 analysée	 devient	 critique	 car,	 comme	 explicité	 précédemment,	 le	
nombre	de	cibles	amenées	au-dessus	du	capteur	sera	très	important	et	ainsi,	la	détection	des	miARNs	




d’augmenter	 le	 nombre	 de	 sondes	 analysées	 et	 réduire	 ainsi	 l’erreur	 type	 sur	 la	 mesure.	 Si,	 en	
revanche,	la	sensibilité	du	capteur	est	déjà	suffisante	sur	une	distance	de	10	µm,	alors	il	sera	possible	
de	réduire	la	pression	appliquée	afin	d’économiser	du	matériel.	















plutôt	 que	 d’augmenter	 la	 pression	 appliquée,	 et	 ce	 sur	 trois	 ordres	 de	 grandeur	 en	 termes	 de	
concentration	en	molécules	cibles.	Ce	fait	est	clairement	démontré	lorsqu’on	mesure	les	vitesses	de	
capture	en	fonction	de	la	pression	et	de	 la	 longueur	de	capteur	étudiée.	Dans	ce	cas	précis,	plus	 la	
longueur	de	 capteur	étudiée	 sera	 courte,	plus	 la	pression	pour	 laquelle	nous	obtenons	un	 taux	de	




Ainsi,	 en	 réduisant	 au	 maximum	 la	 longueur	 de	 capteur	 analysée	 tout	 en	 gardant	 une	 sensibilité	

















microfabrication,	 ainsi	 que	 le	modèle	 biologique	 associé	 qui	 consiste	 en	 des	 sondes	 de	 type	 ADN	
complémentaires	à	la	séquence	miARN	à	détecter.	La	force	de	la	nanofluidique	qui	permet	d’accéder	
à	 des	 taux	 de	 capture	 très	 importants	 par	 comparaison	 avec	 une	 approche	 microfluidique	 plus	
conventionnelle	a,	elle	aussi,	été	abordée.	De	plus,	notre	approche	permet	de	révéler	des	propriétés	




calcul	 par	 éléments	 finis	 sur	 COMSOL	 déjà	 utilisée	 et	 validée	 dans	 de	 précédents	 travaux.	 Les	
prédictions	 entre	 les	 deux	modèles	 s’avèrent	 très	 proches,	 bien	 que	des	 limites	 à	 fortes	 pressions	
appliquées	aient	été	entrevues.	
Nous	avons	finalement	utilisé	le	modèle	1D	en	dynamique	moléculaire	afin	de	prédire	l’accroche	des	





Dans	 le	 chapitre	 suivant,	 nous	 présenterons	 les	 résultats	 obtenus	 sur	 la	 capture	 de	 miARN	
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une	 seule	 étape	 l’affinité	 du	 miARN	 capturé	 avec	 la	 séquence	 sonde	 via	 l’étude	 du	 profil	 spatial	
d’hybridation	sur	la	surface.	Nous	montrerons	que	la	grande	spécificité	de	l’approche	choisie	permet	la	




















Comme	 décrit	 dans	 le	 chapitre	 2,	 le	 confinement	 des	 molécules	 de	miARNs	 permet	 d’augmenter	
considérablement	 leur	probabilité	d’accroche.	De	plus,	 le	bruit	de	 fond	dû	aux	molécules	cibles	en	









Une	analyse	classique	de	 l’accroche	 lors	de	 l’étape	d’association	ne	permet	pas	une	différenciation	
claire	de	deux	séquences	très	proches	énergétiquement.	De	plus,	des	variations	dans	les	cinétiques	
observées	 dans	 le	 cas	 d’échantillons	 inconnus	 peuvent	 être	 dues	 autant	 à	 une	 variation	 en	
concentration	qu’à	des	différences	de	bases	dans	la	séquence	cible.	Comment	dans	ce	cas	rendre	le	
capteur	spécifique	?	Une	approche	consiste	à	établir	une	étape	de	rinçage	pour	mesurer	la	dissociation	




















the	 channel	 depth	 in	 order	 to	 ensure	 that	 the	 reaction	 over	 the	 whole	 sensor	 is	 limited	 by	 the	






analysis	 where	 the	 dissociation	 step	 through	 rinsing	 must	 be	 conducted.	 We	 finally	 manage	 to	
discriminate	a	GT	mismatch	on	a	microRNA	sequence	by	optimizing	the	interaction	temperature	and	
the	probe	design	after	a	few	minutes	of	interaction	in	a	single	step	protocol.	This	work	may	be	applied	
to	 any	 biosensing	 transduction	 scheme	 with	 spatial	 resolution,	 e.g.	 surface	 plasmon	 resonance	
imaging,	 integrated	 into	nanofluidic	channels	 for	applications	where	high	oligonucleotide	sequence	
selectivity	and	short	analysis	times	are	require.	
																																								 																				







Generation	 Sequencing,2,3	 a	 costly	 and	 time-consuming	 approach	 that	 enables	 the	 systematic	
discovery	of	new	SND.	Sanger	sequencing	that	targets	specific	sequences	is	another	cheaper	and	faster	





match	 target).	Nevertheless,	 these	methods	always	 require	a	preamplification	 step	via	polymerase	
chain	 reaction	 (PCR)	 because	 of	 their	 low	 sensitivity.7,8	 Alternative	 approaches	 include	 the	 use	 of	
specific	rolling	circle	amplification,9	a	multistep	protocol	based	on	enzymatic	reaction	and	quantum	
dots	 labeling.	Additional	 strategies	 are	based	on	molecular	 beacons	 coupled	 to	quantum	dots10	 or	
graphene	sheets,11	both	using	a	specific	revelation	step	and	only	revealing	differences	at	equilibrium.	








often	 require	 a	 cumbersome,	 multi-step	 protocol	 including	 target	 amplification.	 Moreover,	 such	
technologies	rarely	point	out	specificity	at	the	base	level	(single	nucleotide	differences,	SND)	or	the	









By	optimizing	 the	 interaction	 temperature	and	 the	probe	design,	we	manage	 to	discriminate	gold-
standard,	hard-to-detect	mismatches	on	a	22	base	single-stranded	microRNA	sequence	within	a	few	
minutes	of	interaction,	in	the	absence	of	preanalytical	processing	or	a	washing	step.	Taken	together,	












the	 gold	 patch.	 Hence,	 the	 sensor	 operates	 into	 a	 “full	 target	 collection”	 regime	where	 upcoming	
molecules	are	consumed	by	the	sensor	and	a	depletion	zone	forms	along	the	fluid	flow	(Figure	1a).18	
Besides,	 because	 the	 sensor	 length	 (50	µm)	 is	much	 larger	 than	 the	 channel	 height	 (500	 nm),	 the	
biochemical	reaction	over	the	whole	sensor	surface	is	limited	by	the	convection	rate.	As	a	result,	the	




above	 the	 sensor	 (concentration	×channel	thickness)	 is	 reduced	 and	 the	 resulting	 fluorescent	
background	is	negligible.	Thus,	it	is	possible	to	observe	the	dynamic	target/probe	molecules	reactions	
in	real-time	and	without	the	need	to	wash	the	channel.	Consequently,	we	can	use	our	sensing	platform	
with	 standard	 fluorescence	 microscopy	 to	 probe	 the	 sensor	 surface	 with	 high	 spatial	 resolution	












Using	 fluorescence	 images	of	 the	biosensor,	 there	 are	 various	ways	 to	 analyze	 the	 signal	 over	 the	
sensor	and	to	derive	information	on	molecular	affinity	(Figure	1b).	The	classical	approach	is	based	on	
the	spatially	 localized	data,	where	 the	 fluorescence	signal	 recorded	as	a	 function	of	 time	results	 in	
common	 kinetic	 sensorgrams	 and	 fitting	methods	 are	 used	 to	 obtain	 association	 and	 dissociation	










fluorescence	 signal	 along	 the	 sensor	 length	 following	 a	 line	 of	 pixels	 at	 various	 times	 (Figure	 1b,	
bottom).	Because	of	the	nonuniform	reaction	kinetics	taking	place	along	the	sensor	length	due	to	the	
convection-limited	regime	and	the	target	depletion	layer,	this	analysis	provides	additional	information	











upcoming	 sensor	 surface	 is	 lower	 and	 a	 portion	 of	 injected	 targets	 can	 flow	 over	 the	 sensor	 and	
interact	downstream.	This	leads	to	the	leveling	of	the	fluorescence	profile	where	the	signal	peak	at	the	












S1a),	 experiments	 were	 conducted	 at	 higher	 temperatures	 (the	 affinity	 of	 each	 duplex	 depends	
exponentially	on	the	reciprocal	of	the	temperature)	to	help	better	discriminate	the	two	targets	(Figure	
2a	and	b).	 It	 is	worth	noting	 that	 the	 fluorescence	 signal	 could	not	be	directly	 compared	between	












for	 the	 two	 targets	 is	 clearly	 observed	 after	 target-probe	 interaction,	 even	 at	 35°C	 (Figure	 2a).	 As	
expected,	 better	 discrimination	 is	 obtained	 by	 increasing	 the	 temperature	 to	 45°C	 (Figure	 2b).	
However,	experiments	conducted	at	55°C	(see	the	Supplementary	Information	Figure	S1b)	show	that	
the	 DND	 target	 is	 no	 longer	 detected	 (no	 hybridization	 occur	 on	 the	 sensor)	 while	 a	 significant	
fluorescence	 is	 still	 measurable	 with	 the	 full	 match	 target.	 Using	 the	 experimental	 sensorgrams,	
binding	constants	were	extracted	using	a	Langmuir	fit,21,22	and	then	experimental	Gibbs	free	energies	























after	 injecting	the	sample	 for	experiments	performed	at	35	and	45°C,	 respectively.	This	ensures	an	
equivalent	 amount	 of	 molecules	 (~	 500	 zeptomoles)	 injected	 into	 the	 sensor.	 As	 with	 the	 kinetic	
analysis,	a	clear	signal	difference	between	the	two	sequences	is	detectable	at	35°C,	because	the	duplex	
binding	 constant	 is	weaker	 for	 the	DND	 target.	 Consequently,	 the	number	of	 hybridized	probes	 at	
equilibrium	 is	 lower	and	 target	molecules	 that	do	not	 interact	with	probes	at	 the	beginning	of	 the	
sensor	are	carried	out	by	the	fluid	flow	and	have	the	ability	to	do	so	downstream.	This	phenomenon	
may	 account	 for	 a	 lower	 response	 at	 the	 front	 of	 the	 sensor	 in	 case	 of	 the	DND	 target	while	 the	
measured	 fluorescence	 intensity	 is	 higher	 further	 down.	 The	 interesting	 feature	 of	 this	 analysis	
strategy	is	that	when	each	profile	is	normalized	with	its	own	steady	state	value	(Figure	3c),	differences	
in	the	spatial	profiles	of	the	full-match	and	DND	targets	are	still	clear	unlike	what	is	observed	on	the	
association	 part	 of	 the	 sensorgrams	 (Figure	 2c).	 A	 COMSOL	 simulation	 (fitting	 method	 in	 the	
Supporting	Information)	using	the	experimental	affinity	constants	obtained	from	the	sensorgram	fits	
confirms	the	influence	of	the	differences	in	affinity	on	the	hybridization	profile	(R2	=	0.9903).	
target	 interaction	temperature	(°C)	 ΔGGibbs	th	(kcal/mol)	 ΔGGibbs-exp	(kcal/mol)	 error	(%)	
full-match	
(let-7c)	
35	 -12.49	 -12.36	 1.0	
45	 -12.23	 -12.18	 0.4	
DND	
(let-7f)	
35	 -11.39	 -11.36	 0.2	


















curves,	during	which	 the	 ratio	of	hybridized	probe	 is	measured	on	 the	 sensor	 at	 a	 constant	 target	
concentration	with	 increasing	 temperature.	Since	a	slight	signal	difference	between	the	 two	target	
sequences	 was	 observed	 from	 50	 to	 60°C	 (Figure	 S2,	 not	 seen	 with	 classic	 DNA	 probes),	 this	
temperature	range	was	selected	for	the	hybridization	experiments.	The	resulting	hybridization	profiles	
for	 the	 full-match	 and	 SND	 sequences	 at	 both	 temperatures	 are	 shown	 in	 Figure	 4:	 	 while	
discrimination	 is	 tenuous	at	50°C,	a	difference	between	 the	profiles	 is	 clearly	observed	after	a	 few	












selective	 enough	 to	 discriminate	 these	 tiny	molecules	 at	 a	 single-base	 level.	Moreover,	 this	 work	
describes	for	the	first	time	a	new	analysis	strategy	for	affinity	biosensors	operating	in	a	convection-




events	 along	 the	 fluid	 flow.	 This	 analysis	 stands	 out	 from	 classical	 kinetic	 approaches	 where	 full	
sensorgrams	obtained	not	only	through	association	but	also	dissociation	require	to	rinse	the	sensor.	
Additionally,	we	have	demonstrated	 that,	 by	 optimizing	 the	operating	 temperature	 and	 the	probe	
design,	we	could	discriminate	one	of	the	most	stable	SNDs	in	a	few	minutes.	Hence,	this	work	opens	
doors	to	many	applications	where	high-selectivity	and	short	analysis	times	are	requested.	We	suggest	
that	 it	 could	be	a	 suitable	 technique	 to	detect	DNA	mutation	or	methylation,	another	 landmark	of	
(epi)genetic	 modification,	 which	 seems	 to	 modulate	 DNA	 duplex	 affinity25.	 More	 generally,	 the	

















let7-c-6LNA	 in	Table	S1)	 followed	by	a	1	h	 incubation	of	MCE	after	deionized	water	 rinsing	and	N2	
drying.27	Encapsulation	of	the	fabricated	micro-	and	nanochannels	was	carried	out	by	means	of	a	hard-













































sensorgrams	 with	 a	 Langmuir	 model	 fit.	 Since	 the	 fluid	 viscosity	 and	 the	 molecular	 diffusion	 are	
temperature	 dependent29,30,	 the	 average	 flow	 velocity	 was	 computed	 after	 calculating	 the	 fluid	















Calculations	 were	 performed	 using	 the	 ff14SB	 force	 field33.	 Explicit	 solvent	 was	 added	 in	 a	 cubic	
periodic	box	using	the	TIP3P	water	model34	for	a	total	of	5900	solvent	molecules.	Sodium	ions	were	
added	 to	 neutralize	 the	 charge	 (46	 Na+)	 with	 the	 Joung/Cheatham	 ion	 parameters35,	 as	 well	 as	
additional	14	Na+	and	Cl−	ions	to	reach	a	total	excess	ion	concentration	of	~137	mM.	To	relax	water	
and	ions	position,	a	first	stage	of	10000	steps	of	minimization	was	run,	keeping	the	duplexes	fixed	with	
25	 kcal/mol	 restraints.	 The	 system	was	 then	heated	up	 to	 308	 and	318K,	maintaining	 25	 kcal/mol	
restraints	on	the	duplexes,	at	constant	volume,	using	Langevin	thermostat	and	SHAKE	algorithm	to	
constrain	 bonds	 involving	 hydrogen.	 A	 subsequent	 100	 ps	 equilibration	 was	 run	 at	 constant	


















Nous	 souhaitions	 à	 travers	 cet	 article,	 mettre	 en	 avant	 l’avantage	 des	 nanocanaux	 dans	 la	
discrimination	de	séquences	miARNs	avec	des	affinités	très	proches.		
















De	 plus,	 comme	 décrit	 dans	 le	 premier	 chapitre,	 une	 détection	 par	 mesure	 électrique	 ou	
électrochimique	nécessite	souvent	des	étapes	de	révélation	par	réaction	catalytique,	ce	qui	empêche	











carré.	 De	 plus,	 la	mise	 en	 place	 expérimentale,	 déjà	 décrite	 dans	 le	 chapitre	 2,	 est	 très	 simple	 et	
réalisable	dans	la	majorité	des	laboratoires	de	biologie.	
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(c’est-à-dire	 de	 miARNs	 non	 marqués	 et	 produits	 par	 des	 systèmes	 biologiques)	 seront	 décrites,	
comparées	et	leurs	limites	seront	discutées.	Enfin,	la	détection	de	la	séquence	spécifique	micro-ARN	21	
(miR-21)	dans	un	extrait	provenant	de	lignées	cellulaires	modèle	du	cancer	du	pancréas	sera	réalisée	





























le	 cas	 des	 standards	 de	 détection	 actuels,	 qui	 dépendent	 d’enzymes	 très	 sensibles	 à	 leur	
environnement	 réactionnel.	 Cependant,	 il	 est	 impossible	 de	 s’affranchir	 complétement	 d’une	
préparation	d’échantillon.	En	effet,	bien	que	qualifiés	de	«	circulants	»,	les	miARNs	sont	rarement	libres	
dans	 les	 biofluides	 complexes	mais	 souvent	 en	 interaction	 avec	des	protéines	 (Ago2,	 etc.)	 ou	bien	





























mesuré	 pour	 un	 spike	 de	miRNA	 dans	 du	 PBS	 1X	 (sans	 ajout	 de	 RNase).	 De	 plus,	 nous	 avons	 pu	
comparer	 les	 intensités	de	 fluorescence	mesurées	avec	 la	gamme	à	 celle	obtenues	en	ajoutant	 les	




















Une	concentration	 très	 importante	en	RNase	 (>	10	ng/mL)	engendre	une	digestion	des	miARNs	en	
solution	 qui	 rend	 impossible	 leur	 détection	 en	 fluorescence,	 car	 lorsque	 dégradé,	 l’interaction	
électrostatique	des	fluorophores	avec	la	séquence	devient	impossible.	En	effet,	le	marquage	nécessite	
la	présence	de	plusieurs	bases	successives	pour	que	l’interaction	se	mette	en	place.	Dans	le	cas	des	



















Ainsi,	 nous	 avons	 ajouté	 0,04	 unité	 de	 cet	 inhibiteur	 de	 RNases	 (1	 unité	 correspond	 à	 la	 quantité	
d’enzyme	nécessaire	au	traitement	d’une	µmol	de	substrat	en	une	minute)	à	la	préparation	contenant	
1	µM	de	miR-21	synthétique.	De	la	même	manière	que	précédemment,	une	mesure	de	fluorescence	






































ce	 faire,	 il	 aurait	 été	 possible	 d’utiliser	 une	 solution	 de	 lyse,	 habituellement	 employée	 dans	 les	
protocoles	 de	 purification.	 Ces	 solutions	 sont	 cependant	 constituées	 d’éléments	 chimiques	 très	
agressifs	(eg.	HCl,	NaOH,	etc.).	Leur	utilisation	nécessite,	par	conséquent,	des	étapes	de	purification	a	
posteriori	 car	 leur	 présence	 en	 solution	 ne	 permettrait	 pas	 l’hybridation	 des	 miARNs	 avec	 les	
séquences	sondes	via	notre	plateforme.	







Lors	 du	 traitement	 du	 plasma	 par	 chauffage	 progressif,	 on	 constate	 un	 changement	 d’état	 d’une	
viscosité	proche	de	l’eau	à	celle	d’un	composé	gélatineux	qu’il	devient	impossible	de	manipuler.	Ces	
effets	ont	déjà	été	étudiés	et	seraient	liés	aux	conditions	de	pH	et	de	salinité	du	plasma	dans	lesquels	
la	 dénaturation	 des	 protéines	 est	 effectuée	 (ces	 effets	 n’ont	 par	 ailleurs	 pas	 été	 observé	 dans	 la	
salive).9,10	 Ainsi,	 suite	 à	 leur	 dénaturation	 par	 chauffage,	 les	 protéines	 ont	 tendance	 à	 former	 des	
agrégats	qui	changent	de	manière	irréversible	l’état	de	l’échantillon.	Afin	d’éviter	ces	précipitations,	il	





















































Nous	 retrouvons	 ainsi	 des	 amas	 d’objets	 sphériques	 d’un	 diamètre	 compris	 entre	 50	 et	 100	 nm	
































après	 31,9	 cycles	 d’amplification,	 alors	 que	 miR-21	 est	 indétectable	 si	 l’échantillon	 n’est	 pas	
préalablement	 chauffé.	 En	 référence,	 le	 protocole	 classique	 d’extraction	 purification	 par	 phénol-
chloroforme	et	colonne	de	silice	indique	des	valeurs	d’amplification	de	miR-21	de	l’ordre	de	33	cycles.	
Cette	 expérience	 suggère	 donc	 la	 présence	 de	 séquences	 miARN	 dans	 l’échantillon,	 qui	 sont	





















toute	dégradation	des	miARNs,	 l’inhibiteur	de	RNase	a	été	dans	un	premier	 temps	ajouté	avant	 le	
chauffage.	Cependant,	il	a	été	observé	que	ce	produit	n’était	pas	compatible	avec	l’utilisation	préalable	





l’utilisation	 de	 5	 mM	 de	 DTT	 entraine	 l’exposition	 des	 parties	 hydrophobes	 des	 protéines	 et	 leur	
agrégation.15	Ainsi,	nous	avons	pu	vérifier	qu’un	traitement	avec	10	mM	de	DTT		pendant	10	minutes	
à	60°C	après	digestion	par	la	protéinase	K	et	avant	choc	thermique	permet	d’éviter	la	dégradation	des	

















Durant	 la	 première	 partie	 de	 ce	 chapitre,	 nous	 avons	 déterminé	 un	 protocole	minimaliste	 afin	 de	
rendre	disponible	les	miARNs	pour	une	analyse	via	notre	système	(cf.	Figure	4-9).	Les	étapes	mises	en	
jeu	ne	sont	pas	gourmandes	en	ressource	et	peuvent	être	entreprises	dans	tous	les	laboratoires	de	
recherche.	 Enfin,	 cette	 préparation	 minimale	 permet	 d’éviter	 toute	 dilution	 ou	 perte	
































Contrairement	 à	 l’étude	 effectuée	 dans	 le	 chapitre	 3	 où	 nous	 avons	 choisi	 des	 miARNs	 avec	 des	
séquences	 très	 similaires	 de	 la	 famille	 let-7	 afin	 d’établir	 la	 sélectivité	 de	 notre	 approche,	 nous	
souhaitons	ici	démontrer	la	possibilité	de	détecter	un	miARN	endogène	avec	notre	plateforme.	Pour	






















de	 fond	 important.	 De	 plus,	 ces	molécules	 intercalantes	 ne	 sont	 pas	 toujours	 optimales	 pour	 une	















La	 première	 étape	 de	 ce	 protocole	 consiste	 à	 déphosphoryler	 les	 séquences	 ARNs	 présentes	 dans	
l’échantillon	étudié.	Ainsi,	en	partant	d’une	quantité	initiale	de	100	ng	d’ARN	total,	il	est	nécessaire	
d’ajouter	20	unités	de	CAIP	(calf	alkaline	phosphatase)	et	d’incuber	l’échantillon	pendant	30	minutes	
à	 37°C.	 Cette	 réaction	 enzymatique	 entraine	 l’élimination	 des	 radicaux	 phosphoryles	 en	 fin	 de	




présence	 en	 solution	 de	 solvant	 incompatibles	 avec	 la	 détection,	 nécessitant	 alors	 une	 étape	 de	



































de	 la	 surface	 en	 or.	 Ainsi,	 comme	 décrit	 dans	 le	 chapitre	 2,	 nous	 sommes	 dans	 les	 conditions	 où	
l’hybridation	n’est	pas	uniforme	sur	toute	la	longueur	du	capteur.		
Il	est	important	de	souligner	que	la	concentration	de	pCp-Cy3	est	en	excès	d’un	facteur	100	par	rapport	
au	 nombre	 de	 séquences	 ARNs	 en	 solution.	 Ainsi,	 un	 nombre	 important	 de	 fluorophores	 non	
incorporés	est	encore	présent	dans	l’échantillon	au	moment	de	la	détection.	Ce	point	amène	un	bruit	
de	fond	 important,	bien	que	fortement	 limité	par	 la	 faible	hauteur	du	canal.	Cependant,	du	fait	de	
l’interaction	limitée	par	 la	convection,	 il	est	possible	d’effectuer	une	mesure	différentielle	du	signal	


































non	marqués,	 des	 limitations	 sont	 à	 noter.	 Tout	 d’abord,	 l’incorporation	des	 fluorophores	 est	 très	
chronophage	(environ	3h	de	préparation	d’échantillon),	ce	qui	limite	l’intérêt	de	cette	approche.	De	
plus,	 elle	 nécessite	 des	 dilutions,	 limitées	mais	 inévitables.	 Enfin,	 des	 réactions	 enzymatiques	 sont	
nécessaires	à	l’incorporation	des	fluorophores.	Il	devient	alors	compliqué	de	marquer	des	échantillons	




























de	 la	 cible	 miARN,	 la	 séquence	 est	 fermée,	 ce	 qui	 entraine	 l’absorption	 du	 signal	 émis	 par	 le	
fluorophore	du	fait	de	la	proximité	du	désactivateur	et	donc	l’absence	de	fluorescence.	En	revanche	











Baker	 et	 al.	 atteignent	 des	 limites	 de	 détection	 inférieures	 à	 1	 nM.28	 Cependant,	 les	 balises	
moléculaires	 sont	 toujours	 à	 un	 équilibre	 thermodynamique,	 avec	 certaines	 séquences	 ouvertes	
même	en	absence	de	cible	miARN.	Cela	engendre,	 irrémédiablement,	un	bruit	de	fond	qui	 limite	 la	
sensibilité	de	la	méthode	de	détection.	
Afin	d’améliorer	 la	 limite	de	détection	via	des	balises	moléculaires,	 il	est	possible	d’immobiliser	ces	
dernières	 en	 surface.	 Cependant	 les	 détections	mises	 en	 place	 sont	 très	 proches	 des	 technologies	
microarray,	déjà	décrites	dans	le	premier	chapitre,	et	nécessitent	des	temps	d’incubation	très	longs	
sans	 possibilité	 d’étude	 en	 temps	 réel.29–32	 Nous	 avons,	 par	 conséquent,	 choisi	 de	 coupler	 cette	














pas	comme	une	séquence	 linéaire,	comme	celles	utilisées	 lors	des	expériences	présentées	dans	 les	
parties	précédentes	du	mémoire.	En	effet,	 leur	constante	d’association	est	plus	faible	que	celle	des	
sondes	 linéaires,	en	raison	de	 leur	conformation	spatiale	«	repliée	»,	qui	 rend	 l’accessibilité	et,	par	
conséquent,	 une	mise	 en	 place	 de	 l’interaction	 plus	 difficile	 en	 termes	 énergétiques.	 Cette	 facilité	
d’ouverture	 de	 la	 séquence	 sonde	 est	 bien	 sûr	 dépendante	 des	 longueurs	 du	 bras	 et	 de	 la	 tête	










On	 comprend	 alors	 les	 conséquences	 directes	 de	 ces	 deux	 points	 sur	 le	 deuxième	 nombre	 de	
Damkholer	qui,	pour	rappel,	défini	si	 l’interaction	est	limitée	par	la	réaction	où	la	convection.	Ainsi,	
une	constante	d’association	plus	faible	couplée	à	une	densité	de	sondes	en	surface	amoindrie	mène	à	
un	régime	limité	par	 la	réaction.	 Il	 faudra	donc,	dans	 le	cas	d’échantillon	clinique	où	 la	quantité	de	
matériel	est	limitée,	optimiser	la	vitesse	de	convection	(i.e.	Das	>	1)	de	la	solution	au-dessus	du	capteur	
afin	 de	 se	 placer	 dans	 le	 cas	 décrit	 dans	 le	 chapitre	 3	 pour	 lequel	 l’hybridation	 est	 limitée	 par	 la	
convection	 conduisant	 à	 un	 profil	 non-uniforme.	 Ceci	 est	 possible,	 soit	 par	 l’augmentation	 de	 la	
longueur	L	du	canal,	soit	en	réduisant	sa	hauteur	h,	ce	qui	conduit	à	une	augmentation	de	la	résistance	
hydrodynamique	 du	 canal,	 soit	 en	 réduisant	 la	 différence	 de	 pression	 appliquée	 au	 niveau	 des	
nanocanaux	ΔP	ou	encore	en	modifiant	la	viscosité	μ	de	la	solution	(cf.	Equation	(20)).	
	































Contrairement	 aux	 greffages	 effectués	 précédemment,	 ici,	 la	 séquence	 sonde	 comporte	 un	




























Nos	 résultats	 démontrent	 que	 l’efficacité	 de	 l’hybridation	 n’est	 pas	 optimale	 dans	 le	 cas	 d’une	









l’hybridation	 des	 séquences	miR-21	 synthétiques.	 Afin	 de	 faciliter	 l’association	 des	 cibles	 avec	 les	
balises	moléculaires,	nous	avons	étudié	l’influence	de	la	température	sur	l’ouverture	des	sondes,	en	








Les	 résultats	 présentés	 Figure	 4-16	 démontrent	 une	 augmentation	 exponentielle	 du	 signal	 en	



































une	 saturation	 rapide	 du	 signal	 fluorescent	 dans	 le	 cas	 des	 concentrations	 les	 plus	 hautes.	 Une	
sensibilité	 limite	de	1	nM	après	20	minutes	d’interaction	a	pu	être	atteinte	dans	ces	conditions	(cf.	
Figure	4-18).	L’intensité	de	fluorescence	a	été	mesurée	sur	l’ensemble	de	la	surface	du	capteur	afin	
















de	 fluorescence	 mesurés.	 Enfin,	 nous	 avons	 limité	 les	 manipulations	 à	 20	 minutes	 ;	 des	 temps	
d’interaction	plus	longs	permettraient	aussi	une	détection	plus	sensible.	Tous	ces	points	seraient	donc	

























Suite	 aux	 différentes	 observations	 faites	 dans	 les	 parties	 précédentes,	 il	 apparait	 évident	 que	 la	
détection	de	miARNs	endogènes	avec	des	balises	moléculaires	semble	la	plus	adaptée.	Cette	approche	
permet	en	effet	une	détection	de	la	séquence	sans	préparation	d’échantillon	lourde	et	chronophage,	
en	 absence	 de	 réactions	 enzymatiques.	 L’utilisation	 de	 balises	 moléculaires	 permet,	 de	 plus,	
d’effectuer	la	détection	dans	des	échantillons	moins	purifiés,	ce	qui	n’est	pas	le	cas	si	une	étape	de	








Nous	 souhaitons,	 dans	 cette	 dernière	 partie,	 démontrer	 la	 possibilité	 de	 détecter	 des	 miARNs	























dans	 ces	 conditions.	 Il	 est	 important	de	 souligner	 ici	 le	 fait	 que	 l’échantillon	de	départ	 a	 été	dilué	
















































la	 quantité	 désirée,	 le	 volume	 de	 cellule	 nécessaire	 est	 prélevé	 afin	 de	 travailler	 avec	 un	 nombre	








Scientific).	On	note	dans	 le	cas	de	cultures	cellulaires	des	quantités	en	ARN	total	 très	 importantes,	
variant	de	100	ng/µL	jusqu’à	plus	de	1	µg/µL.	La	réaction	de	RT	est	pratiquée	à	quantité	d’ARN	total	
constante,	ce	qui	peut	alors	nécessiter	des	dilutions,	avant	la	quantification	de	miR-21,	comme	nous	





























































Des	 efforts	 importants	 ont	 été	mis	 en	 place	 pour	 permettre	 la	 détection	 de	 cibles	 endogènes	 en	
fluorescence.	La	première	approche	étudiée	consiste	à	marquer	les	cibles	en	solutions,	les	limites	de	
cette	méthode	 sont	 discutées	 et	 nous	 avons,	 par	 la	 suite,	 choisi	 d’utiliser	 des	 sondes	 greffées	 en	
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mise	 à	 part	 dans	 les	 groupes	 dits	 à	 risque	 (patients	 atteints	 de	 pancréatite	 et	 familles	 à	 risque	
héréditaire)	compte	tenu	de	la	rareté	relative	de	ces	tumeurs	dans	la	population	générale.	En	absence	
de	 symptômes	 spécifiques	 pour	 ce	 cancer,	 les	 tumeurs	 du	 pancréas	 sont	 souvent	 découvertes	 de	




KRAS	 pour	 le	 diagnostic	 différentiel	 cancer	 du	 pancréas	 vs	 la	 pancréatite	 pseudotumorale,	 et	
l’utilisation	du	marqueur	sang	CA19.9	pour	le	suivi	de	la	maladie	ou	de	la	réponse	au	traitement.	Dans	
ce	contexte,	notre	équipe	de	recherche	au	CRCT	a	démontré	que	l’expression	des	miARNs	est	altérée	










de	 développer	 un	 dispositif	 nanofluidique	 portatif	 couplé	 à	 une	 détection	 par	 microscopie	 en	












le	 journal	ACS	 sensors,	 démontrent	 la	 possibilité	 de	 déterminer	 l’affinité	 des	 duplex	miARNs/ADN	
sondes	formés	par	mesure	en	fluorescence	du	profil	d’hybridation	le	long	du	capteur.	Cette	méthode	
d’analyse	 nous	 permet	 de	 discriminer	 très	 rapidement	 (~	 10	min)	 la	 présence	 d’une	 différence	 de	
nucléotide	sur	la	séquence	cible	et,	ce,	en	une	seule	étape	d’association	(c’est-à-dire	sans	rinçage	de	
la	 surface)	 après	 optimisation	 du	 design	 de	 la	 séquence	 sonde	 et	 ajustement	 de	 la	 température	
d’interaction.	
Par	 la	 suite,	 nous	 nous	 sommes	 concentrés	 sur	 l’étude	 de	 différentes	 approches	 de	 préparation	
d’échantillon,	 mais	 aussi	 de	 détections	 en	 fluorescence,	 optimisées	 et	 compatibles	 avec	 notre	
plateforme	 nanofluidique	 afin	 de	 rendre	 possible	 la	 quantification	 et	 la	 qualification	 de	 miARNs	
endogènes,	 au	plus	près	des	 applications	biologiques	et	 cliniques,	 et	 ce	 en	maintenant	un	objectif	
avoué	 de	 mode	 préparatoire	 minimal.	 Nous	 avons,	 dans	 ce	 sens,	 mis	 en	 place	 un	 protocole	 de	
préparation	 d’échantillon	 compatible	 avec	 une	 détection	 en	micro	 et	 nanofluidique	 et	 qui	 permet	
d’éviter	toute	perte	de	miARNs.	Nous	avons,	de	plus,	établi	la	compatibilité	de	notre	plateforme	avec	







(PKP16),	 avec	 un	 temps	 d’analyse	 réduit	 et	 sans	 transcription	 inverse	 des	 séquences,	 le	 tout	 en	
consommant	une	quantité	d’ARN	total	très	faible	(de	l’ordre	de	1-10	pg	d’ARN	total).		
Ces	résultats	ont	été	comparés	avec	l’approche	standard	de	RT-qPCR.	Après	étalonnage	à	l’aide	d’une	
courbe	 étalon,	 nous	 rapportons	 des	 disparités	 dans	 les	 niveaux	 mesurés	 entre	 la	 RT-qPCR	 et	 la	
plateforme	nanofluidique	pour	un	même	extrait	cellulaire.	En	effet,	la	concentration	mesurée	avec	la	
RT-qPCR	est	supérieure	d’un	facteur	10	par	rapport	au	résultat	en	quantification	absolue	obtenu	avec	










confirmer	 expérimentalement,	 nous	 avons	 pris	 les	 devants	 et	 déjà	 envisagés	 deux	 approches	 afin	
d’améliorer	la	sensibilité	de	notre	plateforme.	
La	 première	 réside	 dans	 la	 préparation	 de	 l’échantillon	 clinique.	 Pour	 les	 biologistes,	 le	 niveau	 de	
pureté	 est	 le	 point	 essentiel	 avant	 analyse	 de	 l’échantillon.	 Cela	 vient	 du	 fait	 que	 les	 méthodes	











CNRS,	 une	 technologie	 microfluidique	 permettant	 la	 concentration	 et	 la	 séparation	 de	 séquences	
oligonucléotides	 a	 été	 mise	 en	 place.	 La	 concentration	 s’effectue	 via	 l’application	 d’un	 champ	
électrique	opposé	à	un	flux	de	solution	dans	des	liquides	viscoélastiques.1	Il	serait	très	intéressant	de	












La	mise	 en	 place	 d’interactions	 non	 spécifiques	 dues	 au	milieu	 environnant	 complexe	 pourrait,	 en	
effet,	modifier	 la	 lecture	 finale	 selon	 l’origine	 de	 l’échantillon.	 Ces	 différents	 points	 seront	 donc	 à	
étudier	en	détail.	
Le	second	point	à	aborder	dans	 le	but	de	doser	 les	biomarqueurs	miRNAs	dans	 les	biopsies	 liquide	















résonance	 dû	 à	 l’ajout	 de	 masse	 sur	 la	 surface	 du	 résonateur.	 En	 d’autres	 termes,	 lorsque	 des	






ce	mémoire	 faute	de	 résultats	pertinents,	 i.e.	 de	 détection	biologique	 concrète.	De	plus,	 des	défis	










La	 possibilité	 de	 détecter	 plusieurs	 cibles	 à	 la	 fois	 est	 une	 autre	 question	 d’importance	 que	 nous	
souhaitons	 aborder	 dans	 ces	 travaux	 de	 thèse.	 Ce	 point	 est	 en	 effet	 crucial	 pour	 permettre	 aux	
cliniciens	d’établir	un	diagnostic	de	la	maladie	avec	précision.	Contrairement	aux	tests	de	dépistage	
comme	les	tests	de	grossesse,	 il	est	difficile	(voire	 impossible	aujourd’hui)	dans	le	cas	du	cancer	de	
donner	 une	 réponse	 franche	 en	 termes	 de	 diagnostic	moléculaire	 avec	 un	 seul	 biomarqueur.	 Des	
études	 statistiques	 effectuées	 sur	 les	 cancers	 démontrent	 que	 par	 l’analyse	 de	 plusieurs	 cibles	
biologiques,	 il	 est	 possible	 d’atteindre	 des	 taux	 de	 sensibilité	 et	 de	 sélectivité	 des	 diagnostics	
excellents.4	Les	travaux	récents	menés	à	l’aide	de	l’approche	Cancerseek	confirment	cette	tendance.5	
Le	couplage	de	plusieurs	cibles	sur	une	même	plateforme	de	détection	est	donc	un	défi	scientifique	à	
fort	 potentiel	 clinique.	 Le	 LAAS-CNRS	 possède,	 de	 plus,	 des	 compétences	 qui	 permettent	 la	
fonctionnalisation	de	surface	de	manière	 localisée	 (avec	des	 résolutions	de	 l’ordre	de	 la	dizaine	de	













optimale	 pour	 une	 prise	 en	 charge	 efficace	 et	 la	 mise	 en	 place	 d’une	médecine	 personnalisée.	 Il	
faudrait,	pour	ce	faire,	réaliser	des	capteurs	portatifs,	voire	implantables,	capable	de	communiquer	à	
distance	afin	d’adapter	le	traitement	ou	le	suivi	aux	réponses	moléculaires	mesurées	en	temps	réel.	
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7.	 A	 Microcantilever-Based	 Picoliter	 Droplet	 Dispenser	 With	 Integrated	 Force	 Sensors	 and	
























































































































































%hauteur du canal [m] 
h=450e-9;         
%largeur du canal [m] 
w=50e-6; 
%longueur du canal [m] 
l=500e-6; 
%constante de Boltzmann 
kb=1.38e-23;    
%concentration en cible [mol/m3] 
C0=[10e-6];   
%nombre d'Avogadro [1/mol] 
Na=6.022e23;   
%pression appliquée [Pa] 
delta_P = [100000]; 
%constante de dissociation [1/s] 
koff=[0]; 
%constante d'association [m^3/(mol.s)] 
kon=[50];    
%temperature [K] 
T = [298.15];    
%pas temporel de cinétique [s] 
tk=[100];      
%temps total de l'expérience [s] 
tf=[1800];    
%densité de sondes [molecule/m^2] 
p0=[1e17];       
%viscosité [s/Pa] 
eta=2.414e-5*10^(247.8/(T-140));  
%vitesse moyenne des molécules [m/s] 
vm=(h^2)*(delta_P(f)/2)*(1/(12*eta*l));  
%probabilité d'association [1/s] 
P_association=(kon*p0/Na)/h;                                 
  
%matrice du taux d'hybridation spatial pour un point cinétique 
M=zeros(floor(w/dy)+1,1);     
%matrice du taux d'hybridation spatial pour tous les points cinétiques 
Mf=zeros(floor(w/dy)+1,1);    
%nombre total de molécules [1] 
Nmol=h*w*vm*C0(k)*Na*tf;  
%nombre de molécules réduit [1] 
Nmolred=10000;     
%densité de sondes réduite [molecules/m^2] 
p0red=p0*Nmolred/Nmol;    
%nombre de sondes par pas spatial [1] 
p02dred=p0red*dymax*w;    
%matrice dela position des molécules et leur état (en interaction ou libre) 
Mmol=zeros(Nmolred,2);                                       
  
%increment pour amener une nouvelle molécule 
i=0;     
%increment pour mettre en mémoire les différents points de cinétique 
k=0;    
%temps [s] 




%vitesse d'avancée du front d'hybridation [m/s] 
vi=vm/(1+(1/((C0(k)*h/(p0/Na))*(1+(koff/(kon*C0(k)))))));    
%pas de temps maximal [m] 
dymax=w/(floor(w/(vi*tk))+1);      
%pas spatial minimal [m] 
dymin=1e-6;                                                 
  
%Correction du pas spatial ci il est inférieur à la résolution du capteur 
if dymax < dymin 
    dymax = dymin; 
end 
  
%pas de temps [s] 
dt=dymax/(vm*100);          
  
%Initialisation de la position et de l'état des molécules 
for j=1:Nmolred 
    Mmol(j,1)=0+vm*dt*((2*rand)-1); 




while tc <= tf 
    k=k+1; 
    while tc < z*tk 
        i=i+1; 
        while tc<(i*tf/Nmolred) 
            for j=1:i 
                if Mmol(j,2)==0 
                    %la molécule j se déplace 
                    Mmol(j,1)=Mmol(j,1)+vm*dt; 
                end 
                %si la molécule est au-dessus du capteur 
                if (Mmol(j,1)<w) 
                    if (Mmol(j,1)>=0) 
                        index=(floor((Mmol(j,1)/dymax))+1); 
                        %si la molécule est libre 
                        if (Mmol(j,2)==0) 
                            %probabilite d'association 
                            if(rand<dt*P_association*(1-Mf(index))) 
                                Mmol(j,2)=1; 
                                Mf(index)=Mf(index)+1/p02dred; 
                            end 
                        %si la molécule est en interaction     
                        else 
                            %probabilite de dissociation 
                            if (rand<koff*dt) 
                                Mmol(j,2)=0; 
                                Mf(index)=Mf(index)-1/p02dred; 
                            end 
                        end 
                    end 
                end 
            end 
            tc=tc+dt; 
        end 
    end 














Qubit®	working	 solution,	and	each	sample	 tube	 requires	anywhere	 from	180	µL	 to	199	µL.	
Prepare	sufficient	Qubit®	working	solution	to	accommodate	all	standards	and	samples.		
	
2. Load	45	µL	of	Qubit®	working	solution	into	each	of	the	tubes	used	for	standards.	
	
3. Add	5	µL	of	your	sample	to	the	appropriate	tube	and	mix	by	pipetting	up	and	down	2–3	times,	
being	careful	not	to	create	bubbles.	
	
Note:	Careful	pipetting	is	critical	to	ensure	that	exactly	5	µL	of	each	sample	is	added	to	45	µL	
of	Qubit®	working	solution.	
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Annexe	E	:	isolement	des	exosomes	
	
	
	
	
	
	
	
